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Zusammenfassung/Abstract

AbklUrzungsverzeichnis

Abktrzung Bedeutung

abs. absolut

AC Adenokarzinom

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

Aqua dest. destilliertes Wasser

BAL bronchoalveolare Lavage

BRAS Bronchialaspirat

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CD (+Zahl) cluster of differentiation — Unterscheidungsgruppe

CEA carcinoembryonic antigen — carcinoembryonales Antigen

CK (+Zahl) Zytokeratin

CT Computertomographie

EBUS endobronchialer Ultraschall

EBUS-GS endobronchial ultrasound with a guide sheath — endobronchialer Ultra-
schall mit Fihrungskatheter

EGFR epidermal growth factor receptor - Rezeptorproteinkinase

et al. et alii/aliae/alia — und andere/r

evtl. eventuell

h hour - Stunde

HE Hamatoxylin-Eosin

Immunf. Immunfarbung

inkl. inklusive

IMBEI Institut fur Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Medizinische In-
formatik

KRAS Kirsten-rat-sarcoma-viral-oncogene — monomeres G-Protein

LCA leukocyte common antigen — gemeinsames Leukozytenantigen

min minute — Minute

MTA medizintechnische Angestellte

n Anzahl

NGS next-generation-sequencing — Sequenzierung der nachsten Generation

NPW negativer pradiktiver Wert

NSCLC non-small cell lung cancer — nicht kleinzelliges Bronchialkarzinom
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NSCLC-NOS non-small cell lung cancer - not otherwise specified — nicht kleinzelliges
Bronchialkarzinom nicht weiter spezifizierbar

PE Probenentnahme

PEC Plattenepithelkarzinom

PET-CT Positronen-Emissions-Tomographie kombiniert mit Computertomogra-
phie

PPW positiver pradiktiver Wert

p-Wert Signifikanzwert, Uberschreitungswahrscheinlichkeit

Rpm rounds per minute — Umdrehungen pro Minute

RB rechter Bronchus

rel. relativ

S second - Sekunde

SCLC small cell lung cancer — kleinzelliges Bronchialkarzinom

TBB transbronchiale Biopsie

TBNA transbronchiale Nadelaspiration

TTF-1 thyroid transcription factor 1 — thyroidaler Transkriptionsfaktor 1

Uberstandszyt. | Uberstandszytologie

UKS Universitatsklinikum des Saarlandes

V. a. vor allem

WHO world health organisation — Weltgesundheitsorganisation

z. B. zum Beispiel

zyt. zytologisch
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1 Zusammenfassung/Abstract

1.1 Zielsetzung

Maligne Lungentumore gehdren zu den haufigsten tumorbedingten Todesursachen, weshalb
eine adaquate und schnelle Diagnostik sehr wichtig ist. Goldstandard in der histopathologi-
schen Diagnostik ist die histologische Aufarbeitung einer Biopsie. Durch weitere zytologische
Methoden wie bronchoalveolare Lavage und Bronchialaspirat wird die Histologie standardma-
3ig erganzt.

Eine neue, zusatzliche Diagnosemdglichkeit bietet die Uberstandszytologie. Ziel dieser Arbeit
ist festzustellen, wie geeignet die Uberstandszytologie zur Diagnose maligner Lungentumore
im Vergleich zur Histologie ist und durch welche Einflussfaktoren sie eventuell giinstig oder

ungunstig beeinflusst werden kann.

1.2 Material und Methodik

Das zugrundeliegende Kollektiv besteht aus n=564 Biopsaten und ihren Uberstanden mit Ver-
dacht auf einen malignen Lungentumor. Die entsprechenden Befunde wurden retrospektiv be-
trachtet, aufgearbeitet und durch weitere benétigte Informationen, wie zum Beispiel weitere
Befunde des Patienten, aus anderen Instituten ergénzt.

Zur genaueren Differenzierung in die zwei Aufarbeitungsmethoden des Uberstandes, das Zy-
tospinpraparat und der zytologische Histogelblock, wurden n=172 Falle nachmikroskopiert und
die Befunde in Einzelbefunde der jeweiligen Methode aufgetrennt.

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Chiquadrat-Test, dem exakten Test nach Fisher und

dem Test flr verbundene Stichproben nach McNemar.

1.3 Ergebnisse

Durch Uberstandszytologie, Histologie und entsprechende immunhistochemische Farbungen
konnten von dem Gesamtkollektiv von n=564 Fallen in n=430 Fallen ein maligner Tumor oder
ein Carcinoma in situ festgestellt werden. Die Uberstandszytologie zeigte dabei in n=98
(17,4%) Fallen ein positives Ergebnis, wéhrend die Histologie in n=416 (73,8%) Fallen in der
Hamatoxylin-Eosin-Farbung ein positives Ergebnis zeigte. Durch immunhistochemische Far-
bungen konnten weitere verdachtige oder zweifelhafte Falle spater bestéatigt werden. So
konnte mit einem Signifikanzwert von p<0,001 festgestellt werden, dass ein signifikanter Un-

terschied in den beiden Methoden besteht.
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In n=396 zeigte die Uberstandszytologie einen ,zweifelhaften“ oder ,verdachtigen“ Befund.
Dieser konnte zu einem groRen Teil (n=260) durch die Histologie oder immunhistochemische
Farbungen belegt werden. Durch weitere Einsendungen desselben Patienten konnten in n=48
Fallen in der gleichen Lokalisation ein maligner Tumor festgestellt und der auffallige Befund
somit bestatigt werden. Auch hier besteht ein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit in
welcher der Uberstandsbefund ,zweifelhaft* oder ,verdachtig* bestatigt oder widerlegt werden
konnte.

Betrachtet man eventuelle Einflussfaktoren, lasst sich mit Signifikanzwerten von p>0,05 fest-
stellen, dass weder die Lokalisation der Biopsieentnahme, das Grading des malignen Tumors
noch der Tumorsubtyp einen Einfluss auf die Wertigkeit der Methode der Uberstandszytologie
hat.

In n=172 Fallen wurde der Uberstandsbefund in je einen Befund fiir das Zytospinpraparat und
den zytologische Histogelblock aufgetrennt. Mit einem Signifikanzwert von p<0,001 zeigte sich
ein Unterschied in den Ergebnissen der beiden Aufarbeitungsmethoden. So zeigten die Pra-
parate aus dem zytologischen Histogelblock haufiger positive Ergebnisse als die Zytospinpra-
parate.

1.4 Schlussfolgerung

Die histologische Aufarbeitung der Biopsien sollte weiterhin der Goldstandard in der Diagnostik
maligner Lungentumore bleiben. Die Aufarbeitung der entsprechenden Uberstandsfliissigkei-
ten der Biopsien bietet jedoch eine wichtige Moglichkeit, weiteres Tumorzellmaterial zu si-
chern. Weiterhin kann die Befundung dieses Materials die an der Histologie gestellte Krebsdi-
agnose bestéatigen, in seltenen Fallen (bei denen in dieser Arbeit untersuchten Fallen n=1)
kann eine Krebsdiagnose auch alleinig an der Uberstandszytologie mithilfe von immunchemi-
schen Farbungen gestellt werden.

Des Weiteren bietet die Aufarbeitung der Uberstandszytologie zu Histogelblécken wertvolle
Mdglichkeiten zur Asservierung und weiterfihrenden Diagnostik von Tumorzellmaterial. Bei
der retrospektiven Aufarbeitung der Befunde im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit wur-
den im Vergleich zur Methode des Zytospinpraparates (n=20 positive Befunde von 172) signi-
fikant mehr positive Befunde mithilfe der Methode der Histogelblockaufarbeitung festgestellt
(n=43 positive Befunde von 172).

Somit sollte abschlieRend neben der Aufarbeitung der Biopsien fiir die Histologie zur Optimie-
rung der Befunderstellung sowie insbesondere zur Gewinnung und Asservierung von weiterem
Tumorzellmaterial die entsprechende Fixierungsflissigkeit in Form von Histogelblocken auf-

gearbeitet werden.
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1.5 Purpose

Lung cancer is one of the most frequent causes of cancer-related deaths. Due to this, a fast
and appropriate diagnosis is crucial. So far, the gold standard for diagnosis is histologic as-
sessment of a biopsy. Further cytological methods such as bronchoalveolar lavage and endo-
tracheal aspiration were added to the main standard in recent years.

A new, additional method of diagnosis is supernatant cytology. The purpose of this paper is to
investigate the effectiveness of supernatant cytology in the diagnosis of lung cancer compared
to a histologic assessment of the biopsy. Additionally, possible positive and negative aspects

of supernatant cytology are identified.

1.6 Material and methods

The research is based on a collective of n=564 biopsies and the corresponding supernatants
from cases suspicious for a malignant lung tumor. The findings were treated retrospectively
and supplemented with additional information, such as further clinical reports of the patients.
For a better distinction between the two cytological methods, cytospin and cell block, n= 172
specimens were re-microscoped and the findings divided into the respective methods. The

statistical analysis is based on the Chi-square test, Fisher’'s exact test and McNemar’s test.

1.7 Results

By supernatant cytology and histology, a lung tumor or carcinoma in situ could be detected in
n=430 cases out of the total collective of n=564 cases. In n=98 (17.4%) supernatant cytology
showed a positive result, while histology (hematoxylin-eosin staining) showed a positive result
in n=416 (73.8%) cases. Analysis showed a significant difference between the two methods
(p<0.001).

In Nn=396, the supernatant cytology showed a "doubtful” or "suspicious" finding. This could be
supported to a large extent (n=260) by histology or immunohistochemical staining. By further
submissions from the same patients, a lung tumor could be detected in n=48 cases in the same
location and the conspicuous findings could thus be confirmed. Here, too, the difference be-
tween the two methods achieved statistical significance.

Looking at possible influencing factors, it can be determined with a statistical significance of
p>0.05 that neither the location of the biopsy, the grading of the lung tumor or the tumor sub-
type has an influence on the value of the method of supernatant cytology. In n=172 cases, the
supernatant finding was separated into one result each for the cytospin specimen and the cell

block. With a statistical significance of p<0.001, there was a difference in the results of the two


https://www.dict.cc/englisch-deutsch/bronchoalveolar.html
https://www.dict.cc/englisch-deutsch/lavage.html
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reprocessing methods. For example, the preparations from the cell block showed more positive

results than the cytospin specimen.

1.8 Conclusion

The histologic assessment reprocessing of biopsies should continue to be the gold standard
in the diagnosis of lung tumors.

However, the processing of the corresponding supernatant fluids of the biopsies offers an im-
portant opportunity to secure further tumor cell material. Furthermore, the diagnosis of this
material can confirm the cancer diagnosis made at histology, in rare cases (in this work n = 1
case) a cancer diagnosis can also be made only on the supernatant cytology using immuno-
chemical staining. Furthermore, the processing of supernatant cytology to cell blocks offers
valuable possibilities for the preservation and further diagnosis of tumor cell material. In the
retrospective processing of the findings in the context of this scientific work, significantly more
positive findings were found using the method of cell block processing (n=43 positive findings
out of 172) compared to the method of cytospin preparation (n=20 positive findings out of 172).
Thus, in addition to the processing of the biopsies for histology to optimize the diagnosis and,
in particular, to obtain and preserve further tumor cell material, the corresponding fixation fluid

in form of cell blocks should be processed.
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2 Einleitung

2.1 Kompendium

Weltweit sterben 1,2 Millionen Menschen pro Jahr an malignen Lungentumoren. Sie sind somit
die haufigste Ursache eines tumorbedingten Todes [9]. So haben maligne Lungentumore mit
ca. 2 Millionen einen Anteil von 11,6% an allen Tumorneuerkrankungen [12].

In Deutschland bilden maligne Lungentumore einen grof3en Anteil der Krebserkrankungen, die
absolute Zahl der Neuerkrankungen bei malignen Lungentumoren lag im Jahr 2013 fiir Frauen
bei 18 810 und fur Manner bei 34 500. Neben der Inzidenz ist auch die Mortalitat im Industrie-
land Deutschland bezogen auf maligne Lungentumore nach wie vor sehr hoch: im Jahr 2013
lag die Mortalitat von Frauen bei 15 140 und bei Mannern bei 29 708 Patienten [41]. Die Ursa-
che dafur ist, dass Lungenkarzinome kaum spezifische Frihsymptome verursachen und des-
halb oft erst in fortgeschrittenen Tumorstadien entdeckt werden [2].

Den grof3ten Anteil der malignen Lungentumore stellen die Lungenkarzinome (v. a. Adenokar-

zinome, Plattenepithelkarzinome, kleinzellige Karzinome) dar [6].

Um die Krebserkrankung dennoch mdglichst frilh zu erkennen, ist eine adaquate Diagnostik
unabdingbar. Einen hohen Stellenwert in der morphologischen Lungenkarzinomdiagnostik
nimmt dabei die Durchfiihrung einer Bronchoskopie mit Gewebeentnahme ein [46].

Um die Diagnose eines Lungenkarzinoms zu stellen, wird das gewonnene Material in der Pa-
thologie analysiert und aufgearbeitet, um dadurch ein histopathologisches Praparat zu erhal-
ten. Dabei ist die histologische Klassifizierung ein wesentliches Ziel [6].

Als Erganzung zu Biopsien werden oft in den gleichen Untersuchungssitzungen auch zytolo-
gische Proben, insbesondere in Form von Bronchialaspiraten (BRAS) oder bronchoalveoléren
Lavagen (BAL), gewonnen. Erganzend kann eine zytologische Analyse der abgeschilferten
Zellen und Zellgruppen des Biopsats durchgefiihrt werden, die sogenannte ,Uberstandszyto-
logie“ (Uberstandszyt.). Dabei wird untersucht, ob vom Biopsat evtl. Tumorzellen in der Fixa-
tionslésung nachweisbar sind und so eine erganzende zytologische Tumordiagnose mdoglich
ist. Die zytologischen Methoden zeigen bisher sowohl in der Tumordiagnostik [15], als auch
bei infektidsen Krankheiten wie Soor und Giardiasis des Gastrointestinaltraktes gute Erfolge
und nehmen eine immer grél3ere Rolle in der Diagnostik ein [15,35,45].

Mit der vorliegenden Arbeit soll die diagnostische Wertigkeit von Uberstandszytologien im Ver-
gleich zur Histologie bei Lungenkarzinomen analysiert werden. Des Weiteren wird anhand be-
wéhrter Diagnostik mit BRAS-Praparaten geprift, ob eine Aufarbeitung zu Paraffinblécken
oder eine spezielle Einbetttechnik des zytologischen Zellmaterials bessere Diagnosemdéglich-

keiten bietet.
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2.2 Lungenkarzinome
2.2.1 Einteilung

Lungenkarzinome werden derzeit nach dem Werk der WHO - Thoracic Tumour: WHO Classi-
fication of Tumours nach histopathologischen Kriterien eingeteilt [29].
Hauptrisikofaktor fur die Entstehung der meisten Lungenkarzinome ist der Tabakkonsum [29].

2.2.2 Adenokarzinome

Adenokarzinome bilden mit einem Anteil von ca. 40% die grof3te Gruppe der malignen Lun-
gentumore [47]. Adenokarzinome werden auch vermehrt, namlich in ca. 30% der Falle, bei
Nichtrauchern festgestellt [27].

Der haufigste Wachstumsort der Adenokarzinome ist in der Lungenperipherie, da sich vor al-
lem in den Alveolen und Bronchiolen das driisige Urspungsgewebe findet [23,29]. Die Tumor-
verdoppelungszeit liegt bei ca. 180 Tagen [23].

Makroskopisch zeigen die Adenokarzinome eine grau-weil3liche Schnittflache. Zentral in den
Knoten kénnen sie fibrosiert sein und Mischstaubeinlagerungen aufweisen [29].
Mikroskopisch lassen sich im histologischen Praparat je nach Anordnung der Tumorzellen un-
terschiedliche Wachstumsmuster erkennen: azinar, papillar, solide, kribriform, lepidisch
und/oder mikropapillar. Nach dem ermittelten Wachstumsmuster erfolgt die Einteilung in ver-
schiedene Differenzierungsgrade, das sogenannte Grading [29].

Meist zeigen Adenokarzinome verschiedene Wachstumsentitaten, weshalb ein pradominanter
Wachstumstyp und weitere vorhandene Wachstumsmuster im Befund angegeben werden
[29]. Eine Einteilung in die Subtypen kann in zytologischen Proben schwierig sein, sodass
Zytoplasma- und Kernkriterien (und/oder Spezialfarbungen fir Muzin) fir die Einteilung her-
angezogen werden missen [6].

Die Nuklei der Zellen liegen fiir gewothnlich im du3eren Bereich des Zytoplasmas der Zellen
und enthalten vesikulares Chromatin und auffallige Nukleoli. Im Cytoplasma lassen sich feine,

granulierte Vakuolen und in einigen Fallen auch Muzin erkennen [14,29].



Einleitung

2.2.3 Plattenepithelkarzinome

Plattenepithelkarzinom bilden mit einem Anteil von ca. 30% die zweitgrol3te Gruppe der Lun-
genkarzinome [47]. Noch viel starker als bei Adenokarzinomen ist das Auftreten von Plat-
tenepithelkarzinomen im Zusammenhang mit Tabakrauchen assoziiert. In tber 90% der Plat-
tenepithelkarzinome lasst sich ein solche Zusammenhang eruieren [27].

Weitere Risikofaktoren fir das Auftreten von Plattenepithelkarzinomen ist die Exposition ge-
geniber Schwermetallen sowie radon- und arsenhaltigen Substanzen [29].

Man unterteilt die Plattenepithelkarzinome in verhornende, nicht verhornende und basaloide
Plattenepithelkarzinome [29]. Basaloide Plattenepithelkarzinome sind im Vergleich zu den an-
deren beiden Subgruppen selten und werden deshalb im Weiteren nicht ausgefiihrt.
Plattenepithelkarzinome haben ihren Wachstumsursprung eher zentral in einem Haupt- oder

Lappenbronchus und zeigen eine Tumorverdopplungszeit von ca. 300 Tagen [23].

An den Schnittflachen zeigen sich die Plattenepithelkarzinome mit graulich-weil3er Farbung
und weicher, bréckliger Konsistenz, welche oft durch zentrale Nekrosen bedingt ist. Durch die
Nekrosen kdnnen sich auch kavitdre Defekte im Tumorzentrum bilden [29]. Sie kénnen auch
ein exophytisches, polypoides Wachstum in das Bronchuslumen aufweisen, was zu dessen
Verlegung fiihren kann [29].

Histologisch ist der verhornende Typ gekennzeichnet durch sogenannte Hornperlen und/oder
vermehrte Interzellularbriicken. Durch den Grad der Verhornung lasst sich unter anderem
auch eine Aussage Uber die Differenzierung des Karzinoms machen. So weisen besser diffe-
renzierte Plattenepithelkarzinome haufiger Verhornungstendenzen auf als schlechter differen-
zierte [19].

Zytologisch zeigen sich bei gut differenzierten Plattenepithelkarzinomen haufig spindelférmige
Zellen, deren Nuklei eine dunkle, undurchsichtige Farbung ohne auffallige Nukleoli aufweisen.
Es konnen auch keratinisierte Zellen erkennbar sein. Nicht verhornende, schlecht differen-
zierte Plattenepithelkarzinome sind h&ufig schwer von Adenokarzinomen zu unterscheiden,
da sich das Zellbild ahnelt. Hier wird eine Unterscheidung anhand der Charakteristika der Nuk-
lei und des Chromatins versucht. Die Nuklei der Plattenepithelkarzinome kénnen Chromatin
und auffallige Nukleoli enthalten. Um eine genaue Differenzierung zwischen einem schlecht
differenzierten, nicht verhornenden Plattenepithelkarzinom und einem Adenokarzinom zu er-

reichen, sind oft immunhistochemische Untersuchung notwendig [14,29].
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2.2.4 Kleinzellige Karzinome

Die kleinzelligen Bronchialkarzinome bilden eine eigene Gruppe, die SCLC (small cell lung
cancer) und machen einen Anteil von ca. 15% aller Lungenkarzinome aus [4].

Das kleinzellige Karzinom ist per definitionem ein niedrig differenzierter, sogenannter ,high-
grade“-Tumor [7,23,29], weshalb dieser Tumorsubtyp hinsichtlich des Differenzierungsgrades
in dieser Arbeit dem Grading ,,G4“ zugeordnet wird. SCLC zeigen in einem Grol3teil der Falle
eine Auspragung von neuroendokrinen Markern, da sie von multipotenten Vorlauferzellen ab-
stammen und so zur neuroendokrinen Sekretion von Stoffen fahig sind [29].

Die SCLC wachsen mehrheitlich zentral in den grof3en Luftwegen, vorzugsweise perihilar, mit
nachfolgender Obstruktion der anhangenden Lumina. Sie breiten sich vor allem radiar sube-
pithelial aus und infiltrieren rasch die umliegenden Lymphknoten [29]. Mit einer Tumorverdop-
pelungszeit von nur 10-15 Tagen wachst das kleinzellige Karzinom erheblich schneller als die
NSCLC [23]. Auch zeigen SCLC bei Diagnosestellung haufiger Symptome, die auf Fernmeta-
stasen hinweisen als bei NSCLC [29].

Makroskopisch imponiert das kleinzellige Karzinom als eine groRe perihilare Gewebsmasse,
die nach einiger Zeit zur peribronchialen Obstruktion flihrt. Bedingt durch das schnelle Wachs-
tum zeigen sich héaufig nekrotische Tumoranteile [29].

In der Histologie sind eng beieinanderliegende, kleine, zytoplasmaarme Zellen mit verschwom-
menen Zellgrenzen auszumachen. Dabei ist die Kern-Plasma-Relation deutlich in Richtung
Nukleus verschoben. Die Nuklei sind spindelférmig, oval oder rund und mit feingranuliertem
Chromatin gefillt. In ihnen sind keine oder sehr unauffallige Nukleoli zu sehen. Ein weiteres
Zeichen fur ein kleinzelliges Karzinom ist das ,nuclear moulding®, eine Verformung der Nuklei
durch benachbarte Nuklei [29].

In der zytologischen Unterscheidung zu NSCLC macht man sich die haufig vorliegende roset-
tenférmige Anordnung der Zellen zu Nutze. In direkter Nachbarschaft zu den Tumorzellen sind
manchmal auch dunkle apoptotische Zellen und nekrotisches Material erkennbar [14,29].
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2.3 Diagnostik

Um eine adaquate Tumordiagnostik der oben dargestellten Lungentumoren zu erreichen, wer-
den verschiedene Methoden der Probengewinnung und -aufarbeitung verwendet. Fir den Pa-
tienten ist dabei ein mdglichst schonendes Vorgehen wichtig, wahrend fir eine gute Diagnostik
eine moglichst gute Probenqualitat bendtigt wird. Um diese Punkte fiir beide Seiten zu opti-
mieren, wird versucht, das gewonnene Probenmaterial moglichst wenig invasiv und patienten-
schonend zu gewinnen und vollstdndig zu verarbeiten. Durch Aufarbeitung aller Probenbe-
standteile ermdglicht dies eine Asservierung eines Probenteils fur weiterfihrende histopatho-

logische und molekularbiologische Untersuchungen ohne weitere Patientenbelastung.

2.3.1 Klinische Probengewinnung fur die histo- und zytopathologi-
sche Auswertung

2.3.1.1 Bronchoskopie

Die Bronchoskopie ist das wichtigste minimalinvasive Verfahren zur Gewebegewinnung in der
pulmonalen Tumordiagnostik [32]. Durch eine adaquate Bronchoskopie ist es mdglich mehrere
verschiedene Proben fiir die weitere Untersuchung zu gewinnen. So werden meist zuerst je
eine Probe fir BRAS und BAL asserviert. Anschlielend wird eine histologische Probengewin-
nung angestrebt. Aus dieser kann wiederum in der weiteren Aufarbeitung der Uberstand ge-
wonnen und getrennt aufgearbeitet werden.

Durch eine gute Bronchoskopie ist es so in der histologischen Probe mdglich mit einer Sensi-
tivitdt von 88% zentrale Pathologien und je nach Biopsiemethode und Tumorzellmenge mit
einer Sensitivitat von 36-88% periphere Pathologien zu erkennen [1,22].

Weitere Informationen zur Bronchoskopie werden in Punkt 4.2.1 aufgefihrt.

2.3.1.2 Invasive Verfahren

Kann bei einem Patienten durch die oben genannten Proben keine dem Kklinischen Bild ent-
sprechende Diagnose gestellt werden, werden invasivere MaRBhahmen bendtigt. Hier kénnen
in der Folge eine perkutane Feinnadelpunktion unter CT- oder Rontgenkontrolle oder chirurgi-
sche MalRnahmen, wie Thorakotomie oder Priméroperation, nétig werden [46]. Diese Metho-
den bergen allerdings hohere Risiken wie gréf3ere Blutungs- und Infektionsgefahr, Schmerzen,
Schwellungen und Wundheilungsstdrungen. In manchen Fallen kdnnen die Tumorzellen durch
den Untersuchungskanal verschleppt werden und so eine Tumorausbreitung begunstigen.
Um diese Risiken nach Mdglichkeit zu vermeiden ist es wichtig, die bronchoskopisch gewon-
nen Proben mdglichst gut zu nutzen, um eine bestmdgliche Diagnose ohne invasive Maf3nah-

men zu gewahrleisten.
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2.3.2 Histo- und zytopathologische Diagnostik

Fir die Diagnostik bei Lungenkarzinomen werden standardmaflig zytologische Proben wie
BRAS und/oder Biirstenabstriche entnommen. Auch die Uberstandszytologie ist in der zytolo-
gischen Diagnostik von Lungenkarzinomen schon seit einiger Zeit etabliert. Durch erfahrene
Befunder kann auch an einem zytologischen Préparat direkt eine Tumordiagnose gestellt wer-
den [6].

Die Problematik ist allerdings, dass diese Methoden oft in einer Diagnosesitzung entnommen
werden, aber bisher haufig getrennt untersucht und befundet werden. Sehr wichtig ist jedoch
die gemeinsame Beurteilung in Zusammenschau aller enthommener Proben. So kénnen laut
W. Bocker et al. und L. Bubendorf Giber 80% Klinischer Verdachtsdiagnosen auf einen malig-
nen Lungentumor in der Zusammenschau von zytologischen und histologischen Proben diag-
nostiziert werden [6,14].

Am Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes (UKS) werden deshalb
seit 2007 zusatzlich zu den histopathologischen Praparaten zytopathologische Untersuchun-
gen durchgefiihrt und in die Kategorien negativ, zweifelhaft, verdéchtig und positiv eingeteilt.
Um kein Probenmaterial zu verschwenden und die Diagnostik weiter zu verbessern, werden
aus den abzentrifugierten Fliissigkeiten des Uberstands sowie aus dem BRAS-Material stan-
dardmalig zytologische Histogelblocke angefertigt. Diese dienen zu weiterflihrenden moleku-
larbiologischen und immunhistochemischen Untersuchungen. Alle gewonnenen Prdparate
werden dabei von einem Arzt befundet, um in der Zusammenschau aller Befunde eine ent-

sprechende Diagnose zu stellen.

2.3.2.1 Uberstandszytologie

Bei der Methode der Uberstandszytologie werden die Fixationsldsungen der histologischen
Gewebestiicke abzentrifugiert und ebenfalls verwendet. Diese werden in zwei verschiedenen
Verfahren, namlich als Zytospinpréaparat und als zytologischer Histogelblock, aufgearbeitet.
Der zytologische Histogelblock erlaubt die Asservierung der Proben fir weitergehende Unter-
suchungen.

Dabei kdnnen in den zytologischen Préparaten anhand der Zell- und Kernmorphologie (z. B.
Kern-Plasma-Verhaltnis, Anisozytose) und der Mitoserate Aussagen Uber die Dignitat der Zel-

len getroffen werden [46].
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2.3.2.2 Immunchemische Farbungen

Die entnommenen Proben werden aufgearbeitet und zunachst in einer Hamatoxylin-Eosin-
Farbung (HE-Farbung) betrachtet. Lasst sich hierbei anhand der Wachstumsmuster oder der
Morphologie keine genaue Tumordiagnose stellen, werden Immunfarbungen (Immunf.) zur
weiteren Differenzierung angewandt.

Durch die verschiedene Anfarbbarkeit der charakteristischen Strukturen der einzelnen Tu-
morsubtypen mit den unterschiedlichen Antikérpern der Immunfarbungen ergibt sich fur viele
Tumorarten ein spezifisches Bild.

Sowohl bei den histologischen Préparaten als auch bei zytologischen Préparaten kénnen Im-
munféarbungen zur weiteren Differenzierung angefertigt werden. Wahrend bei den histologi-
schen Proben weitere Schnitte hergestellt werden, werden bei den zytologischen Préparaten
die Immunfarbungen an Schnitten der entsprechenden zytologischen Histogelblécken durch-
gefuhrt.

Im Allgemeinen wird ein Panzytokeratinantikorper (z. B. AE1/3) verwendet, um den epithelia-
len Ursprung einer Neoplasie nachzuweisen [38].

Zur weiteren Differenzierung wird standardmafig bei jedem Praparat mit Verdacht auf einen
malignen nicht kleinzelligen Tumor je ein Marker mit Anfarbbarkeit fur Plattenepithelkarzinome
und ein Marker fir Adenokarzinome angewandt [29].

Die typische Kombination fiir Adenokarzinome stellt die positive Anfarbung von TTF-1 (Abbil-
dung 01) und Napsin A dar [29,30,38], bei Plattenepithelkarzinomen zeigen sich spezifische
Anfarbungen mit den Antikérpern gegen CK5/6 und p40/p63 (Abbildung 02) [30]. Ein neuro-
endokriner Ursprung der Tumorzellen kann mit Antikérpern gegen CD56, Chromogranin A und
Synaptophysin nachgewiesen werden [40].

Um eine Aussage Uber die Proliferation des malignen Tumors treffen zu kénnen, wird haufig
eine Farbung mit Ki67 angewandt (Abbildung 04). Ki67 dient somit als Marker der Wachstums-
fraktion eines Tumors [44]. Adenokarzinome zeigen dabei mit einer durchschnittlichen Wachs-
tumsfraktion von 25,8% die niedrigste Proliferationsrate, Plattenepithelkarzinomen mit durch-
schnittlich 52,8% eine deutlich héhere Rate [52]. Bei den SCLC ist die Proliferationsrate am
hochsten und liegt haufig zwischen ca. 64% und 77,5%, kann jedoch bis zu 100% erreichen
[29,36].

Daher ist es ein besonders wichtiges Ziel insbesondere die sehr aggressiven SCLC mit hoher
Treffsicherheit und kurzer Diagnosezeit mit histologischen, zytologischen und immunologi-

schen Methoden sicher zu erfassen.
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Abbildung 01: TTF-1-positive Infiltrate eines Adenokarzinoms
(Histologie)

Mittelgrof3e, teils zu kleinen Verbanden zusammengelegene Zel-
len mit Anisonukleosen und nuklearer Immunreaktivitat far TTF-1.

Biopsie von Lungengewebe, Immunf. gegen TTF-1, Originalver-
grolRerung x20

Abbildung 02: p40-positive Infiltrate eines Plattenepithelkarzi-
noms (Histologie)

Infiltrate einer mittelgroRen epithelialen Neoplasie mit solidem
Wachstum und nukledrer Immunreaktivitat fur p40.

Biopsie von Lungengewebe, Immunf. gegen p40, Originalvergro-
Rerung x20
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Abbildung 03: CK18-positive Infiltrate eines SCLC (Histologie)
Infiltrate einer kleinzelligen Neoplasie, deren Tumorzellen zeigen
ein schmales Zytoplasma und punktférmige zytoplasmatische Im-
munreaktivitat fur CK18.

Biopsie von Lungengewebe, Immunf. gegen CK18 Originalvergro-
Berung x20

Abbildung 04: Proliferationsaktivitat eines SCLC (Histologie)
Infiltrate einer kleinzelligen Neoplasie mit hoher Wachstumsfrak-
tion (>70%).

Biopsie von Lungengewebe, Immunf. gegen Ki67, Originalvergro-
Berung x20
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3 Fragestellung und Zielsetzung

Durch diese Arbeit wird ein Verfahren zur Diagnostik von Bronchialkarzinomen betrachtet. Die

Wertigkeit der zytologischen Uberstandsdiagnostik wird retrospektiv an 564 Fallen von Lun-

genbiopsaten mit Verdacht auf einen malignen Tumor aus dem Universitatsklinikum des Saar-

landes aus dem Zeitraum von 2015 bis 2018 untersucht.

Dabei werden folgende Fragestellungen exploriert:

Durch welche klinisch-pathologischen Standardparameter (Geschlecht, Alter bei Biopsie-
entnahme, Lokalisation der Probeentnahme, Grading, Diagnose) ist das vorliegende Kol-
lektiv charakterisiert?

Durch welche Einteilung kénnen die Befunde adaquat und vergleichbar kategorisiert wer-
den?

Wie kann der maligne Tumor bei einer Tumordiagnose unterteilt werden?

Welche Rolle in der Tumordiagnostik spielen die entsprechenden Immun- und Spezialfar-
bungen?

Ermoglicht eine der beiden zytologischen Aufarbeitungsmethoden des Uberstandes (Zyto-
spinpraparat oder zytologischer Histogelblock) eine gezieltere Tumordiagnostik?

Ist die Uberstandszytologie mit der Diagnostik an histologischem Biopsatgewebe ver-
gleichbar?

Zeigt eines der beiden Verfahren einen Vorteil bei verschiedenen Lokalisationen, Grading
oder Tumortypen?

Welche Vor- oder Nachteile birgt die Uberstandsdiagnostik fiir den Patienten?
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4 Material und Methodik

4.1 Material
4.1.1 Patientenkollektiv

Das Kollektiv bestand aus 564 zweifelhaften, verdachtigen und positiven Proben (Zeitraum
2015-2018) von Patienten mit klinischem Verdacht auf einen malignen Lungentumor.

Bei den Patienten handelte es sich ausschlieRlich um Patienten, die in der Klinik fir Innere
Medizin V — Pneumologie, Allergologie, Beatmungs- und Umweltmedizin des UKS behandelt
wurden. Die entnommenen Proben umfassen bronchiale und transbronchiale Zangenbiopsien,
die in Kombination mit inrer Uberstandsfliissigkeit (fixativ) aufgearbeitet wurden.

Zur Befundauswertung wurden die pathologischen Befunde, die Untersuchungsberichte und
die Ergebnisse der Nachmikroskopie herangezogen.

4.1.2 Probenmaterial

Das Probenmaterial wurde von der Klinik fir Innere Medizin V — Pneumologie, Allergologie,
Beatmungs- und Umweltmedizin des UKS im Rahmen einer Bronchoskopie entnommen und
zeitnah an das Institut fir Pathologie des UKS Uberbracht.

Dort wurden die Proben im zytologischen Labor gemafR einem festgelegten Protokoll aufgear-
beitet, um die entsprechenden Praparate der Biopsien und der zytologischen Uberstande zu
erhalten.

Die Diagnose und Befundung erfolgte durch Facharzte des Instituts fur Pathologie an Stan-
dard-HE-Praparaten und den entsprechenden Immunfarbungen.

Die Karzinome wurden histologisch nach der WHO Kilassifikation von 2021 bewertet und ein-
heitlich in die Gradingstufen eingeteilt [29].

Folgende Gerate, Materialien, Reagenzien und EDV-Programme (Tabelle 01/02/03) wurden

verwendet;
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4.1.3 Gerate und Materialien

form

Produkt Produktname Unternehmen, Unterneh-
menssitz
Cytofunnel Thermo Scientific Shandon EZ | Thermo Fisher Scientific, Run-
Double Cytofunnel with White corn, Vereinigtes Konigreich
Filter Cards
Deckglas Deckglas MEDITE GmbH, Burgdorf,
Deutschland
Einbettform Tissue-Tek Edelstahl-Ausgie3- | Sakura Finetek Europe B.V.,

Alphen aan den Rijn, Nieder-
lande

Einbettkassette

Einbettkassette

Engelbrecht Medizin- und La-
bortechnik GmbH, Edermtinde,
Deutschland

Eindeckautomat

Glaseindeckautomat CV5030

Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Nusslock, Deutschland

giesskonsole

Farbeautomat Continuous Linear Stainer COT | MEDITE GmbH, Burgdorf,
20 Deutschland
Filterpapier Filterblock fur Einbettkassetten | Engelbrecht Medizin- und La-
bortechnik GmbH, Edermtinde,
Deutschland
Heizblock Thermo Scientific Digitales Tro- | Fisher Scientific GmbH,
ckenbad/Heizblock, ,1-Blocka- Schwerte, Deutschland
ufbau, CN-, EU- und UK-Ste-
cker, 200 - 240 V
Kuhlbank Tissue-Tek TEC 5 Paraffinaus- | Sakura Finetek Europe B.V.,

Alphen aan den Rijn, Nieder-
lande

Kuhlschrank

Standkuihlschrank KB 4310
Comfort BioFresh bluperfor-
mance

Liebherr-Hausgerate Ochsen-
hausen GmbH, Ochsenhausen,
Deutschland

Mikroskop

Axioskop 40

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Deutschland

Mikroskopkamera

AxioCam MRc5

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Deutschland

pette (Blood Bank), graduiert,
2m|

Mikrotom pfm Rotary 3003 pfm medical ag, KéIn, Deutsch-
land
Pipette Scientific Samco Transferpi- Thermo Fisher Scientific, Run-

corn, Vereinigtes Konigreich

Reagenzglas

Rohre 13ml, 100x16mm, PS

SARSTEDT AG & Co. KG,
Numbrecht, Deutschland

Standard-HE-Objekt-
trager

Mikroskopische Objekttrager

MEDITE GmbH, Burgdorf,
Deutschland
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Produkt

Produktname

Unternehmen, Unterneh-
menssitz

Superfrostobjekttrager

SuperFrost Plus Objekttrager

R. Langenbrinck GmbH, Em-
mendingen, Deutschland

Vakuuminfiltrations-
automat

Tissue-Tek VIP 6

Sakura Finetek Europe B.V.,
Alphen aan den Rijn, Nieder-
lande

Vortex Mixer

Vibrofix VF1 Electronic

IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland

Warmeschrank? Universalschrank U Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach Deutschland
Warmeschrank? Trocken- und Warmeschrank Binder GmbH, Tuttlingen,
Avantgarde.line Serie ED, Mo- | Deutschland
dell 56
Zentrifuge® CytoSpin 4 Zytozentrifuge Thermo Fisher Scientific, Run-
corn, Vereinigtes Konigreich
Zentrifuge* Thermo Scientific Heraeus Lab- | Fisher Scientific GmbH,

ofuge 400

Schwerte, Deutschland

Tabelle 01: Gerate und Materialien
fur Standard-H E-Objekttrager verwendet; ’fiir Superfrostobjekttrager verwendet; *fiir Cytofun-
nel verwendet; *fir restlichen Uberstand verwendet
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4.1.4 Reagenzien

Produkt Produktname Unternehmen, Unterneh-
menssitz

Aqua dest. Aqua B. Braun AG, Sembach,
Deutschland

Eosin Eosin G-Ldsung 0,5% wassrig | Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

Ethanol (99%)

Ethanol absolute

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

Fixierspray

M-Fix Fixationsspray

Merck KGaA, Darmstadet,
Deutschland

Formalin gepuffert

Formaldehyd-Ldsung 4,0%
neutral gepuffert

Otto Fischar GmbH & Co.
KG, Saarbriicken, Deutsch-
land

Hamatoxilin Haemalaun-L6sung sauer Waldeck GmbH & Co. KG,
nach Mayer Munster, Deutschland
Histogel Thermo Scientific Richard-Al- Richard Ellen-Allan Scienti-
lan Scientific HistoGel fic, Kalamazoo, Michigan,
USA
Paraffin Paraffin 54/56° Engelbrecht Medizin- und

Labortechnik GmbH, Eder-
munde, Deutschland

rote Tusche

Stempelfarbe Laco SF 30, rot

LACO Office Products
Finke GmbH, Sottrum,
Deutschland

Schnelleindeckmittel

Entellan New

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Xylol

Xylol Pharm. Helv VI

Aug. Hedinger GmbH & Co.
KG, Stuttgart, Deutschland

Tabelle 02: Reagenzien

18



Material und Methodik

4.1.5 Verwendete EDV-Programme

Programm Unternehmen, Unterneh- Art der Verwendung
menssitz

dc-Pathos dc-systeme, Heiligenhaus, Datengewinnung

Version 9.3.4 Deutschland

IBM SPSS Statistics International Business Ma- Dokumentation, Datenver-

Version 25 chines Corporation, Armonk, | arbeitung, Datenauswer-

USA

tung

Microsoft Excel 365 ProPlus

Microsoft Corporation,
Redmond, USA

Dokumentation, Datenver-
arbeitung, Datenauswer-
tung

Microsoft Word 365 ProPlus

Microsoft Corporation,
Redmond, USA

Dokumentation, Datenver-
arbeitung, Datenauswer-
tung

Zeiss ZEN 2.6 Carl Zeiss Microscopy Fotoaufnahmen der Prapa-
blue edition GmbH, Jena, Deutschland rate
Zotero Roy Rosenzweig Center for Verwaltung der Literatur-

History and New Media der
George Mason University,
Washington DC, USA

und Bildquellen

Tabelle 03: EDV-Programme
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4.2 Methodik

4.2.1 Probengewinnung durch Bronchoskopie

4.2.1.1 Indikationen
Zur Durchfiihrung einer Bronchoskopie gibt es eine Anzahl unterschiedlicher Indikationen (Ta-

belle 04). Die haufigste Indikation ist die Tumordiagnostik.

Indikation Anteil

Tumorverdacht und/oder tumorpositive Zytologie 23,5%
therapeutische Eingriffe 21,6%
Erregerdiagnostik 15.0%
unspezifische Symptome wie Hamoptysen, Husten, Lymphknotenvergrof3erung 11,8%
unklares Infiltrat 9,5%
interstitielle Erkrankung (unter anderem Sarkoidose) 5,2%
sonstige Indikationen 2,4%
Nachsorge 2,0%

Tabelle 04: Indikationen zur Bronchoskopie
modifiziert nach J. Nakhosteen et al., 2009 [32]
Indikationen zur Bronchoskopie in den Augusta-Kranken-Anstalten im Jahr 2007, Bochum

Das Hauptinstrument fiir eine Bronchoskopie ist das Bronchoskop. Dabei unterscheidet man
starre und flexible Bronchoskope. Zur Tumordiagnostik werden vor allem flexible Broncho-
skope eingesetzt, da sie Uber Seilziige abknickbar und dadurch beweglicher sind.

Ein flexibles Bronchoskop besteht aus einer Kontrolleinheit mit Griff und einem langen
Schlauch, welcher oral oder nasal in den Patienten eingefiihrt wird. Von der Kontrolleinheit bis
zur distalen Spitze des Bronchoskops verlaufen Glasfasern, die Licht zur Beleuchtung der
Bronchien leiten und die aufgenommenen Bilder Ubertragen. Mit Hilfe der Kontrolleinheit kann
das Bildmaterial auf einen Bildschirm gesendet werden.

Des Weiteren umfasst ein Bronchoskop auch einen oder mehrere Arbeitskanéle. Diese Kanéle
kdnnen zum Absaugen genutzt werden oder um Instrumente, wie Biopsiezangen, einzufihren
[32].

Nach einer lokalen Anéasthesie kann das Bronchoskop eingefiihrt und durch die Stimmlippen
in das Bronchialsystem eingebracht werden. Durch die bewegliche Spitze des flexiblen Bron-
choskops kénnen nun die segmentalen und subsegmentalen Bronchien beurteilt werden.

Sollten suspekte Stellen gefunden werden, erfolgt eine Probeentnahme. Um eine Verfal-
schung von BAL oder BRAS zu verhindern, sollten diese, weniger invasiven Probeentnahmen

zuerst erfolgen und erst danach z. B. eine Zangenbiopsie durchgefiihrt werden [32].
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4.2.1.2 Bronchialaspirat

Zur Gewinnung von Bronchialaspirat wird Bronchialsekret tiber das Bronchoskop abgesaugt
und in ein entsprechendes Probengefal gegeben.

Bei Bronchialsekret handelt es sich vor allem um Sekret der Bronchialdriisen und Becherzellen
der Lunge. Es dient zur Reinigung und Befeuchtung des Bronchialsystems. Des Weiteren
weist es auch antibakterielle Wirkungen auf [21].

Bei einem tumordsen Befund kann es abgeschilferte Tumorzellen enthalten.

Durch die bronchoskopische Gewinnung kdnnen Verunreinigungen der oralen Flora reduziert
und somit die Probenqualitat im Vergleich zu einer Sputumprobe gesteigert werden.

4.2.1.3 Bronchoalveoléare Lavage

Fur eine bronchoalveolare Lavage wird das Bronchoskop so tief wie moglich in einen Seg-
mentbronchus eingebracht. Anschlielend wird Kochsalzlésung in den Bronchus injiziert und
wieder abgesaugt. Die so gewonnene Flissigkeit wird in ein Gefal3 gegeben und zur zytologi-

schen Aufarbeitung eingesandt [32].

4.2.1.4 Endobronchiale Ultraschalluntersuchung

Bei der endobronchialen Ultraschalluntersuchung mit Filhrungskatheter (EBUS) handelt es
sich um ein Endoskop mit einem kleinen Ultraschallkopf an der Spitze. Das Ultraschallbild zeigt
die Peribronchialstrukturen, wodurch das Aufsuchen von Lymphknoten z. B. zur adaquaten
Biopsieentnahme erleichtert wird. Mit einer Punktionsnadel kann dann die entsprechende

Struktur auch biopsiert werden [32].

4.2.1.5 Bronchiale Biopsie

Die durch den Arbeitskanal eingefiihrte Biopsiezange wird an der zu untersuchenden Stelle
ausgerichtet. Nun wird die gedffnete Zange in das Gewebe gedrickt und geschlossen. Durch
mechanischen Zug wird das Gewebe aus der Bronchuswand entnommen und in Formalin ein-
gelegt. Es sollten mehrere Biopsien entnommen werden, um die Treffsicherheit zu erhéhen
[32].

4.2.1.6 Transbronchiale Biopsie

Die transbronchiale Biopsie (TBB) ist ebenfalls ein Verfahren zur Tumordiagnostik. Dabei wird
das zu biopsierende Areal lokalisiert und die Zange ca. 2 cm vor der Entnahmestelle in Posi-
tion gebracht. Dies kann durch eine Bildgebung bestétigt werden. Der Patient muss nun tief

einatmen. Wahrenddessen wird die Zange vorgeschoben und geschlossen. Wurde das ge-

21



Material und Methodik

winschte Gewebe erfasst, wird die Zange mit einem Ruck zuriickgezogen und das gewon-
nene Gewebe, wie bei der bronchialen Biopsie, in Formalin eingelegt. Auch hierbei sollten

mehrere Proben enthommen werden [32].

4.2.1.7 Grenzen der Bronchoskopie

Fur die Bronchoskopie gibt es relative Kontraindikationen, bei denen von dieser Untersuchung
abgeraten wird. Dazu gehdren: ein frischer Herzinfarkt, die Zeit vier Wochen danach und ma-
nifeste respiratorische oder kardiale Dekompensationen. Uberdies sollte darauf geachtet wer-
den, dass die Patienten uber eine ausreichend gute Gerinnung verfiigen [32].

AulRer den patientenbedingten Limitierungen fir diese Untersuchungsmethode mussen auch
technische Aspekte beachtet werden. Nicht alle Tumore der Lunge sind mit dem Bronchoskop
zuganglich. Die meisten gangigen Bronchoskope haben einen AuRendurchmesser von 5-
6 mm und dadurch kénnen mit ihnen nur Bronchien bis zur 3.-5. Aufzweigung betrachtet wer-
den. Es gibt noch diinnere Bronchoskope, jedoch haben diese einen sehr kleinen Arbeitskanal,
was die Biopsieentnahme und die Manévrierfahigkeit der Bronchoskope erheblich einschrankt
[51].

GroRRen Einfluss auf das Ergebnis hat auch die Erfahrung und Geschicklichkeit des biopsie-

renden Arztes [51].

4.2.2 Herstellung der Praparate

4.2.2.1 Vorbereitung

Die in der Klinik fir Pneumologie, Allergologie, Beatmungs- und Umweltmedizin des UKS ent-
nommenen Biopsien werden in kleinen, mit gepuffertem Formalin gefillten Gefal3en und dem
entsprechenden Einsendeschein mit zusatzlichen klinischen Informationen in das Labor des
Instituts fur Pathologie in Homburg (Saar) gebracht. Meist wird BRAS- und BAL-Material in der
gleichen Sitzung entnommen und ebenfalls an die Pathologie (ibergeben, wo es zytologisch
aufgearbeitet wird.

Zu Beginn wird die Probe mit zwei Identifikationsnummern versehen, eine fiir den Uberstand
und eine fiir die entsprechende Biopsie. Anschlielend wird die Probe von einer medizintech-
nischen Angestellten (MTA) makroskopisch begutachtet und beschrieben.

Als weitere Vorbereitung werden ein Cytofunnel (wird zur Zentrifugation der Proben bendétigt),
zwei Einbettungskapseln, drei Standard-HE- und sechs Superfrostobjekttrdger mit der ent-
sprechenden Identifikationsnummer beschriftet. Die Superfrostobjekttradger werden fir even-
tuell folgende Immunfarbungen benétigt und vorsorglich als sogenannte ,Leerschnitte” mit her-

gestellt, um bei Bedarf einer Spezialfarbungen eine zeitgerechte Befundung zu garantieren.
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4.2.2.2 Ubersicht Giber die Verarbeitung des eingesandten Probenmaterials

histologische histologisches Praparat Legende
. Probe
eingesandte U Reagenzglas mit Formalin
Probe in Formalin ))) .
. histologische Gewebeprobe
%}_ abgeschilferte Zellen
Uberstandsflussigkeit  Zentrifugation i
mit Zellen direkt auf Objekttrager . S Fetrischale
- Uberstandszytologisches
S — Zytospinpraparat [ Objekttrager
R Histogel
»| & =

3

Lot C] Paraffinblock
: Zentrifugation
))) weitere Verarbeitung

restliche Zentrifugation abgesetzte Zellen  abgesetzte Zellen Zellen im Histogelpraparat
Uberstandsflussigkeit nach mit Histogel Paraffinblock aus dem
mit Zellen Zentrifugation bedeckt Paraffinblock

Abbildung 05: Schematische Darstellung der Verarbeitung des eingesandten Proben-
materials

Die Verarbeitung der eingesandten Proben erfolgt in drei Varianten (Abbildung 05). Zum einen
erfolgt eine histologische Aufarbeitung. Zum anderen erfolgt die Aufarbeitung des Uberstandes

als Zytospinpréparat und als Histogelblock.

4.2.2.3 Abtrennung des Uberstandes

Am Anfang dieses Arbeitsabschnittes wird die Flissigkeit aus dem Probengefald vorsichtig
abpipettiert und in ein Reagenzglas umgefillt. Dabei ist es wichtig, mdglichst dicht neben den
Biopsien abzupipettieren, um ein Maximum an abgeschilferten Zellen zu gewinnen. Hierbei
wird darauf geachtet, dass die Gewebestiicke nicht eingesaugt werden. Uber die im GefaR
verbliebenen Gewebsstiicke wird erneut Formalin gegossen, um sie fir die weitere Bearbei-
tung ausreichend zu fixieren.

Der gewonnene Uberstand wird nun mit Hilfe zweier unterschiedlicher Methoden aufgearbei-

tet, die im Folgenden beschrieben werden.

4.2.2.4 Zytospinpraparat
Von der Uberstandsfliissigkeit in dem Reagenzglas werden nun ca. 100-200 pl in den Cyto-
funnel pipettiert und dabei gleichmafig auf die beiden Kammern des Cytofunnels aufgeteilt.

Der beflllte Cytofunnel wird nun fir 10 min bei 1 000 rpm zentrifugiert.
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Nach der Zentrifugation wird der Objekttrdger aus dem Cytofunnel entnommen und sprayfi-
xiert. Ist das Fixierspray ausreichend getrocknet, erfolgt die Farbung.

Daflr wird das Praparat in einen Farbeautomaten gehéngt, welcher folgende Bader enthélt (in
dieser Reihenfolge): 3x Hamatoxylin, 2x Eosin, 2x warmes Agua dest., 3x 99%-Ethanol und
3x Xylol. Das Praparat verbleibt jeweils fur 90 s in den oben aufgefiihrten Lésungen.

Das fertig gefarbte Praparat wird in den Eindeckautomaten gelegt und mit einem Deckglas
versehen.

Zuletzt wird das eingedeckte Praparat noch vorsichtig abgetrocknet.

4.2.2.5 Histogelblock

Die restliche Uberstandsfliissigkeit wird in dem Reagenzglas ebenfalls in eine Zentrifuge ein-
gesetzt und bei 2 500 rpm fiir 7 min zentrifugiert. Danach wird die Flussigkeit abgegossen,
dabei bleiben die abzentrifugierten Zellen am Boden des Reagenzglases zurtick. Nun wird in
das Reagenzglas ca. 500 pl des flissigen Histogels gegeben, welches zuvor mit Hilfe eines
Heizblocks auf ca. 75 °C erhitzt wird. Um die Zellen in dem Histogel gut zu verteilen, wird der
Inhalt des Reagenzglases mit einem Vortexmischer gemischt. Im nachsten Schritt kommt das
Reagenzglas fiir 10 min in den Kihlschrank.

Nachdem sich das Histogel abgekihlt und somit wieder verfestigt hat, wird es durch kurzes,
ruckartiges Klopfen auf den Tisch vom Reagenzglas abgel6st und in eine der bereits beschrif-
teten Kapseln gegeben. Diese Kapsel wird in 99%-Ethanol mit roter Tusche gelagert bis der
Vakuumfiltrationsautomat gestartet wird. Dort bleibt die Kapsel fur 14 h, meist tber Nacht und
wandert fur je 60 min pro Bad durch 8 Bader: 99%-Alkohol, 3 Bader Xylol und 4 Bader Paraffin.
Nach Ablauf dieser Zeit werden die Kapseln entnommen. Der Inhalt der Kapsel wird in eine
Einbettform gegeben, welche anschliel3end mit Paraffin gefullt wird. Die Einbettform wird nun
auf die Kuihlbank gestellt, wo sich das Paraffin verfestigt.

Der nun fertige Paraffinblock wird mit dem Mikrotom in ca. 1 um diinne Schichten geschnitten
und anschlieRend auf einen der Objekttrager aufgebracht. Das Ubrige Material des Paraffin-
blocks wird in das Archiv zur Aufbewahrung geben und steht so fiir eventuell benétigte weiter-
fuhrende Immunfarbungen oder Untersuchungen bereit.

Die Objekttrager fur die HE-Farbung werden dann zum sogenannten Abschmelzen fiir 10 min
bei 90 °C im Warmeschrank erhitzt, wahrend die Superfrostobjekttrager fiir 10 min bei 60 °C
erhitzt werden.

Die Objekttrager fur die HE-Farbung werden im Farbeautomaten in folgenden Badern fur je
90 s gefarbt: 3 Bader Xylol, 7 Bader 99%-Alkohol, 3 Bader Xylol und 4 Bader Paraffin. Ab-

schliel3end werden sie eingedeckt.
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4.2.2.6 BRAS

Die Aufarbeitung des BRAS erfolgt in zwei Varianten. Zum einen erfolgt eine Aufarbeitung von
BRAS analog zu Histogelblocken der Uberstande.

Zum anderen erfolgt eine Aufarbeitung zu einem Paraffinblock ohne Histogel. Dafiir wird das
BRAS-Material nach der Zentrifugation mit einem Spatel auf ein Filterpapier Ubertragen und
Uber Nacht in eine Einbettkassette und gepuffertes Formalin gegeben. Im Verlauf werden die
getrockneten Zellen von dem Filterpapier geschabt und ohne Histogel analog zu der oben

beschriebenen Methode in Paraffin eingebettet und geschnitten.

4.2.2.7 Biopsien

Um eine standardisierte Fixierung zu erreichen, werden die Proben pro Millimeter Gewebe fir
1h in gepuffertem 4% Formalin fixiert und anschlieend in vorbereitete Kapseln gegeben, die
zuvor noch mit einem Stiick Filterpapier ausgekleidet werden, um einen Materialverlust durch
Ausschwemmen zu vermeiden. AnschlieBend werden die Kapseln in den Vakuuminfiltrations-
automaten gebracht. Das weitere Verfahren entspricht dem der Herstellung des zytologischen

Histogelblocks.

4.2.3 Befundung und Archivierung
Nach abgeschlossener Aufarbeitung und Befundung der Biopsat- und Uberstandspraparate
durch die Fachéarzte des Instituts fiir Pathologie des UKS werden diese im Archiv des Instituts

registriert und gelagert.

4.2.4 Auswertung der pathologischen Befunde

4.2.4.1 Aufbau der Befunde

Vom zytologischen und histologischen Material wurden jeweils separate schriftliche Befunde
erstellt. Es lag jeweils mindestens ein Zytospinpraparat zur Beurteilung vor.

Die Routineauswertung der BRAS-Befunde erfolgte getrennt von denen der Uberstandszyto-
logie, jedoch nach den gleichen Kriterien. Hierbei wurde bei den Proben in den Jahren
2010/2011 je ein Schnitt des Paraffinblocks, bzw. aus den Jahren 2015-2018 je ein Schnitt

des Histogelblocks betrachtet.
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4.2.4.2 Normalbefund einer Uberstandszytologie

Die zytologischen Diagnoseverfahren wie BAL/BRAS sind inzwischen in der Tumordiagnostik
etabliert und zeigen eine gute Treffsicherheit. Zytologische Proben werden auch als Diagno-
semdglichkeit in der S3-Leitlinie aufgefuhrt [2].

Aufgrund der Ahnlichkeit des zugrundeliegenden Materials der Uberstandszytologie wird der
Befund analog zu den beiden oben genannten, etablierten zytologischen Verfahren erhoben.
So lassen sich in einem unaufféalligen zytologischen Befund physiologisch in der Lunge vor-
kommende Zellen finden (Abbildung 06/07): Zylinderepithelien, Flimmerepithelien, Basalzel-
len, Becherzellen, einzelne Alveolarmakrophagen und Blutbestandteile. Die beschriebenen
Zellen zeigen keine Auffalligkeiten in Bezug auf den Nukleus, das Zytoplasma, die Zellgrofl3e
und -form. Bei einer gesunden Lunge lassen sich auf3erdem auch nur wenige Entzindungs-
zellen, wie Makrophagen, Leukozyten, vor allem neutrophile Granulozyten und Lymphozyten,
finden [14].

|2_01£|

Abbildung 06: Negativer Befund (Uberstandszytologie - Histo-
gelblock)

Nachweis von einzelnen Becherzellen, histiozytdren Zellen sowie
Erythrozyten.

Zytologie der Lunge, HE-Féarbung, Originalvergrél3erung x40
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;
l‘ ¢ "
Abbildung 07: Negativer Befund (BRAS - Histogelblock)
Nachweis von Zylinderepithelien, Lymphozyten und kernlosen Zel-
lelementen ohne Hinweise auf Zellatypien.

Zytologie der Lunge, HE-Farbung, Originalvergrof3erung x40

4.2.4.3 Kriterien fur die Auswertung

4.2.4.3.1 Typisierung

Anhand der Befunde werden die malignen Tumore in mehrere Kategorien und Subtypen un-
terteilt. Dabei wird eine Einteilung entlang den WHO-Gruppen vorgenommen [29].

Alle malignen Tumore, die in keine der in Abbildung 08 aufgefihrten Subgruppen des Karzi-
noms eingeordnet werden kénnen, werden der Gruppe ,Sonstige maligne Tumore* zugeord-
net. Darunter fallen Metastasen nicht pulmonalen Ursprungs, adenosquamése Karzinome,
kombinierte kleinzellige Karzinome, basaloide Plattenepithelkarzinome, Lymphome, Karzino-
ide, Melanome, Riesenzellkarzinome, gro3zellige Karzinome, pleomorphe Karzinome, adeno-
idzystische Karzinome, neuroendokrine und nekrotische Tumore.

Im spateren Verlauf der Arbeit werden zur vereinfachten Auswertung nur die Gruppen ,Adeno-
karzinom®, ,Plattenepithelkarzinom® und ,SCLC* betrachtet und die tbrigen, wie NSCLC-NOS
(NSCLC- not otherwise specified), etc. ebenfalls in der Gruppe ,sonstige maligne Tumore*

zusammengefasst.
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sonstige
maligne
Tumore

Carcinoma S
in situ Karzinome

kleinzelliges
Karzinom

' Plattenepithelkarzinome \
verhornend vert?:)crnend lepidisch azinar mikropapillar kribriform papillar solide

Abbildung 08: Einteilung in Tumorsubgruppen
Die Abbildung zeigt hier vorgenommene Einteilung in die Tumorsubtypen.

seltenere
maligne
Tumore

Metastasen

Ist eine Subtypisierung der NSCLC am HE-Pré&parat nicht méglich, werden meist weitere Im-
munféarbungen durchgefuhrt. Die weitere Klassifikation erfolgt dann nach der immunhistoche-
mischen Typisierung von CK positiven, morphologisch nicht unterscheidbaren NSCLC der
WHO Klassifikation in der 5. Auflage [29]. Die genaue Klassifikationstabelle findet sich im An-
hang (Punkt 12.1).
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4.2.4.3.2 Zytologische Kategorien

Fur die Befunde der zytologischen Uberstande wird von den Arzten des Instituts fiir Pathologie

des UKS eine funfstufige Einteilung vorgenommen.

Kategorie Erlauterung

negativ kein maligner Tumor erkennbar (Abbildung 09)

zweifelhaft wenige leichtgradig atypische Zellen; nicht durchschichtbare Aggre-
gate (Abbildung 10)

verdachtig auf Atypie verdachtige Zellgruppen mit mittelgradigen Veranderun-
gen; Zellen mit Chromatinschlieren; Zellen mit maRiggradig veran-
derten Zellkernen (Abbildung 11)

positiv maligne Tumorzellen sicher erkennbar (Abbildung 12)

nicht reprasentativ nicht ausreichend Zellmaterial vorhanden, Probe nicht bewertbar

Tabelle 05: Funfstufige Einteilung der Befunde der Uberstandspraparate
Stufen in aufsteigender Reihenfolge flr die Diagnose eines malignen Tumors.

In den histologischen Befunden kann in fast allen Fallen eine eindeutige Diagnose zu ,positiv*

oder ,negativ‘ gestellt werden. Bei unzureichender Qualitat und Quantitat der histologischen

Befunde wurden die Kategorien ,zweifelhaft® und ,verdachtig“ verwendet. Die Bewertung der

Immunfarbungen erfolgte nach den gleichen Kriterien.

l\ »
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b " ™
® . .
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Abbildung 09: Negativer Befund (Uberstandszytologie - Histo-

gelblock)

Nachweis von kleinen Verbanden von Zylinderepithelien mit Flim-
merhaarbesatz, Lymphozyten und histiozytaren Zellen.

Zytologie der Lunge, HE-Féarbung, Originalvergrof3erung x40
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togelblock)

Nachweis von reichlichen Erythrozyten, respiratorischen Epithelien
sowie Verbande epitheloider Zellen, deren Zellgrenzen und Zellker-
nen nicht sicher beurteilbar sind.

Zytologie der Lunge, HE-Farbung, Originalvergrof3erung x20

Abbildung 11: Verdachtiger Befund (Uberstandszytologie -
Histogelblock)

Nachweis von Verbanden mittelgrol3er epithelialer Zellen mit deut-
lichen Zellkernatypien, verdachtig auf Zellmaterial eines NSCLC.
Zytologie der Lunge, HE-Farbung, OriginalvergrofRerung x40
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Abbildung 12: Zellen eines Plattenepithelkarzinoms (Uber-
standszytologie - Histogelblock)

Nachweis von Verbéanden atypischer Epithelien mit Schichtungs-
tendenz, miterfasst spéarliches Tumorstroma.

Zytologie der Lunge, HE-Féarbung, Originalvergréf3erung x40

4.2.4.3.3 Grading

Bei ausreichender Quantitdt und Qualitéat der Probe wurde das Tumorgrading (Differenzie-
rungsgrad) direkt im Befund angegeben. Da in einigen Befunden kein Grading beschrieben
war, wurde dieses bei den fehlenden Féllen nach Mdglichkeit nach den in Tabelle 06 und
Tabelle 07 gezeigten Kriterien erganzt. Das Grading wird dabei auf die Gewebeprobe bezo-
gen. Da diese nur einen kleinen Ausschnitt des malignen Tumors reprasentiert kann bei einer
Tumorresektion in einem anderen Tumoranteil eventuell noch ein anderes Grading gefunden

werden.

Da kleinzellige Karzinome per definitionem ,high-grade“-Tumore sind [23,29], wurde sie hin-

sichtlich ihres Differenzierungsgrad in die Gradinggruppe ,,G4“ eingeteilt.
Fur Adenokarzinome liegen mehrere unterschiedliche Einteilungsschemata vor, von denen

zwei in folgender Tabelle dargestellt sind. Fir diese Arbeit wurde das Grading nach dem

pradominanten Wachstumsmuster gewahlt.
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pradominantes Wachstumsmuster schlechtestes Wachstumsmuster des
des AC AC
Gl lepidisch nur lepidisch
G2 azinar, papillar Anteil von azin&r oder papillar, aber kein
G3-Muster
G3 solide, mikropapillar, kribriform Anteil von solide, mikropapillar oder
kribriform

Tabelle 06: Grading von Adenokarzinomen
J. M. Boland et al., 2017; W. D. Travis et al., 2015 [8,49]

Auch fur Plattenepithelkarzinome gibt es viele verschiedene Gradingsysteme. In dieser Arbeit
wurde ein Grading verwendet, bei dem vor allem der Grad der Verhornung und die Anzahl der

Interzellularbricken die Hauptrolle spielen.

Einteilungskriterien der PEC

Gl ausgepragte Verhornungen tdber den ganzen Tumor in Form von Hornperlen, gut
erkennbare Interzellularbricken, palisadenartige Zellen am Tumorrand, gut defi-
nierte polygonale Zellformen

G2 geringe Verhornungen, wenige oder fehlende Hornperlen, schlecht erkennbare In-
terzellularbriicken, palisadenartige Zellen am Tumorrand, gut definierte Zellgrenzen,
zentrale komedoartige Nekrosen mdglich

G3 keine bis maximal Einzelzellverhornung, sehr wenige bis keine Interzellularbriicken,
starke Kernpolymorphismen und -atypien, unregelmaflige Nekrosen mdglich,
schleimbildende Einzelzellen mdglich

Tabelle 07: Grading von Plattenepithelkarzinomen
I. Damjanov et al., 2013 [19]

4.2.4.3.4 Lokalisation

Je nach Tumorlokalisation missen die entsprechenden Biopsieentnahmen an unterschiedli-
chen Stellen entnommen werden. Die Entnahmelokalisation wird auf dem Einsendeschein von
dem biopsierenden Arzt der Klinik vermerkt.

Anhand dieser Angaben wurden die Lokalisationen fir diese Arbeit in Gruppen eingeteilt:
Trachea bis Hauptkarina, Hauptbronchus rechts, bzw. links und Segmentbronchien anhand

den jeweiligen Lungenlappen.
Die Gruppen wurden fir einige Auswertungen in zwei bzw. drei Gruppen zusammengefasst:

.zentral® (Trachea bis Hauptkarina, Hauptbronchus rechts, bzw. links) und peripher (rechte

Lungenhalfte und linke Lungenhalfte).
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4.2.4.3.5 Tumor in anderen Einsendungen

Bei Fallen, in denen kein maligner Tumor sicher diagnostiziert werden kann, das beste er-
reichte Ergebnis also ,zweifelhaft* oder ,verdachtig“ ist, wird geschaut, ob in einer anderen
Probe des gleichen Auftrags oder in einer anderen Einsendung ein maligner Tumor gefunden
werden kann. Dabei werden alle Auftrage des Patienten innerhalb von 1 Jahr vor oder nach
der entsprechenden Probeenthahme beachtet. Kann in den Daten des Instituts fur Pathologie
des UKS kein anderer positiver Auftrag gefunden werden, werden die betreffenden Patienten-
daten im klinischen Krebsregister in der Saarlandische Krebszentrale — Tumorzentrum des
UKS nachgeprift.

Dabei werden Tumore der gleichen Lokalisation Tumoren anderer Lokalisationen gegentber-
gestellt.

4.2.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Arbeit erfolgte mit der Software SPSS Statistics von IBM in
der Version 25. Das Programm wurde vom Institut fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie
und Medizinische Informatik (IMBEI) der Medizinischen Fakultat der Universitat des Saarlan-
des zur Verfligung gestellt.

Durch IMBEI erfolgt auch eine Beratung zur statistischen Auswertung. Ansprechpartnerin hier-
bei ist Frau Diplom-Statistikerin G. W..

Um Unterschiede und Zusammenhange zwischen den Vergleichsgruppen nachzuweisen oder
zu widerlegen, wird fir die unverbundenen qualitativen Merkmale der Chiguadrat-Test oder
der exakte Test nach Fisher verwendet. Verbundene qualitative Merkmale werden mit dem
McNemar-Test gepriift.

Das Signifikanzniveau wird bei den verwendeten Tests auf 0,05 festgelegt. Der Signifikanzwert
(p-Wert) wird dabei immer auf die dritte Nachkommastelle gerundet.
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5 Ergebnisse

5.1 Klinisch-histopathologische Parameter des Kollektivs

Die Werte in den folgenden Punkten beziehen sich auf die Uberstandszytologie und die ent-
sprechende Histologie. Einzig Punkt 6.7 bezieht sich auf die Auswertung der BRAS-Proben,
die dort separat aufgelistet werden.

Im Bereich der klinisch-pathologischen Parameter werden das Geschlecht, das Alter bei der
Probeentnahme, die Lokalisation der Probeentnahme, das Grading und der histologische Sub-
typ des malignen Tumors betrachtet.

In der weiteren Auswertung wird geprift, inwieweit die Uberstandszytologie und die Histologie
korrelieren. Uberdies wird untersucht, ob Lokalisation und Grading einen Einfluss auf die Wer-

tigkeit der Uberstandszytologie haben.

5.1.1 Klinische Parameter des Kollektivs

Das zugrunde liegende Kollektiv von 564 Proben setzt sich aus 211 Proben (37,4%) von weib-
lichen Patienten und 353 Proben (62,6%) von mannlichen Patienten zusammen.

Das Durchschnittsalter der Patienten zum Zeitpunkt der Probeentnahme liegt bei 65,29 Jah-
ren. Frauen sind somit im Mittel mit 64,3 Jahren jlinger als Manner mit einem durchschnittli-

chen Alter von 65,9 Jahren bei Entnahme.

5.1.2 Histopathologische Parameter des Kollektivs

Bei n=420 (74,5%) der 564 Proben kann durch die Zusammenschau der Uberstandszytologie,
der Histologie und unter Zuhilfenahme von Immunfarbungen valide ein maligner Tumor diag-
nostiziert werden. Von den 420 positiven Proben lassen sich in n=126 Fallen (30%) ,Adeno-
karzinome®, in n=148 Fallen (35,2%) ,Plattenepithelkarzinome®, in n=90 Fallen (21,4%) ,klein-
zellige Karzinome®, in n=48 Fallen (11,4%) ,sonstige maligne Tumore® diagnostizieren. Von
diesen n=48 ,sonstigen malignen Tumoren® lassen sich n=21 als Metastasen identifizieren.
Bei weiteren n=8 Fallen (1,9%) lasst sich die Diagnose eines ,NSCLC-NOS* stellen.

In n=125 Fallen wird die Diagnose mit ,zweifelhaft‘ und in n=8 Fallen mit ,verdachtig” beschrie-
ben. Diese Befunde werden zwar als auffallig dargestellt, es lassen sich aber keine eindeutig
malignen Tumore nachweisen. AbschlieRend sind noch n=10 ,Carcinoma in situ“ als Prakan-
zerosen zu finden. Die Verteilung der Diagnosen ist in Abbildung 13 und Tabelle 08 dargestellt.
Bei einem Fall wird durch die Immunfarbungen der zunachst bestehende Tumorverdacht wi-

derlegt.
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Bestes erreichtes Ergebnis unter Beriicksichtigung von Uberstandszytologie, Histologie und Immunfirbungen

150

100

Anzahl

50

negativ

Carcinama in situ

zweifelhaft
verdachtig F L]
NSCLC-NOS | [=]

Adenakarzinom

kleinzelliges Karzinom

Plattenepithelkarzinom
sonstige maligne Tumore

Befund

Abbildung 13: Haufigkeitsverteilung der endgultigen Diagnosestellung unter Berlck-
sichtigung von Uberstandzytologie, Histologie und Immunfarbungen

Das Diagramm zeigt die bestméglichen Ergebnisse, die durch die HE-Farbung oder im Zu-
sammenblick mit den Immunféarbungen gestellt werden konnen. Es werden insgesamt n=564
Proben betrachtet.

1 0,2%
10 1,8%
125 22,2%
8 1,4%

8 1,4%
126 22,3%
148 26,2%
90 16,0%
48 8,5%
420 74,5%
430 76,2%
564 100,0%

Tabelle 08: Haufigkeitsverteilung der endgultigen Diagnosestellung unter Berucksichti-
gung von Uberstandzytologie, Histologie und Immunféarbungen
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5.1.3 Lokalisationen der Probenentnahmen

Je nach Tumorverdacht erfolgt die gezielte Probeentnahme aus diesem Areal (Abbildung 14).
Auf der rechten Lungenseite wurden mit n=214 Fallen (37,9%) haufiger Proben entnommen
als auf der linken Seite mit n=174 Fallen (30,9%). Auch die zentralen Gruppen (links zentral,
rechts zentral, Trachea bis Hauptkarina) machen zusammen mit n=169 Probenentnahmen
(30,0%) einen grol3en Anteil aus.

1,2% (n=7) der Proben kdnnen nicht genau zugeordnet werden.

Entnahmelokalisation der Proben
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linker Oberlappen
linker Unterlappen
rechter Oberlappen
rechter Mittellappen
rechter Unterlappen

Entnahmelokalisation

Abbildung 14: Haufigkeitsverteilung der Entnahmelokalisationen aller Proben
Das Diagramm zeigt die Verteilung der Anzahl an Probeentnahmen auf die verschiedenen
Lokalisationen. Es werden insgesamt n=564 Proben zugeordnet.

5.1.3.1 Verteilung der Tumorsubtypen auf die unterschiedlichen Lokalisationen
Betrachtet man nur die diagnostizierten malignen Tumore inklusive Carcinoma in situ, ergibt
sich eine charakteristische Verteilung der einzelnen Gruppen auf die unterschiedlichen Loka-
lisationen.

So zeigt sich, dass die Gruppe ,Adenokarzinome® mit 35,0% (n=105) den grof3ten Teil der 300
malignen Tumore in der Lungenperipherie, also in den Lungenlappen, ausmacht.
.Plattenepithelkarzinome* bilden hingegen mit einem Anteil von 44,8% (n=56) der 125 zentral
wachsenden malignen Tumore den grof3ten Anteil in den zentralen Bereichen. Auch die SCLC
wachsen vermehrt zentral und bilden dabei einen Anteil von 26,4% (n=33) an den zentralen
malignen Tumoren.

Die genaue Verteilung der Tumorsubtypen auf die Lokalisationen findet sich im Anhang.
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5.1.4 Auswertung zum Grading

Insgesamt kann fir n=389 Falle der 420 positiven Diagnosen ein entsprechendes Grading
bestimmt werden (Abbildung 15). In Fallen der Metastasen oder bei einigen selteneren Tu-
morsubtypen kann oder darf kein Grading erhoben werden.

In n=5 Fallen wird das Grading ,G1“ festgelegt. Zu dieser Gruppe gehdren n=2 lepidische
Adenokarzinome, n=2 Karzinoide und n=1 adenoidzystisches Karzinom. In n=70 Fallen wird
ein Grading von ,G2" bestimmt. In diese Gruppe fallen v. a. verhornende Plattenepithelkarzi-
nome und azinare Adenokarzinome, unterdessen uberwiegen in der Gruppe ,G3“ (h=220) un-
verhornte Plattenepithelkarzinome und solide oder mikropapillare Adenokarzinome. Bei dem

Grading ,G4“ (n=94) nehmen den groRten Anteil die kleinzelligen Karzinome ein.

Haufigkeitsverteilung der Karzinomarten in Bezug auf das Grading
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Abbildung 15: Haufigkeitsverteilung der Karzinomarten in Bezug auf das Grading
Das Diagramm zeigt die Zuordnung der Tumortypen zum jeweiligen Grading. Es werden ins-
gesamt n=389 Proben zugeordnet.
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5.2 Auswertung zu den einzelnen Tumorsubtypen bei der

Histologie und der zytologischen Uberstandsdiagnostik

5.2.1 Histologie ohne immunhistochemische Farbungen

Am histopathologischen Praparat lassen sich an den Tumorformationen Wachstumsmuster
festlegen, anhand derer eine weitere Subtypisierung vorgenommen werden kann (Abbildung
16/17/18).

Die folgende Auswertung in die Subgruppen erfolgt an HE-Farbungen ohne Immunfarbungen.
Anhand des Wachstumsmusters lassen sich die Adenokarzinome weiter in lepidische (n=4),
azinare (n=25), mikropapillare (n=6), kribriforme (n=1) und solide (n=15) Gruppen einteilen
(Tabelle 06), wahrend man bei den Plattenepithelkarzinomen verhornte (n=45) und unver-

Abbildung 16: Infiltrate eines Adenokarzinoms (Histologie)
MittelgroRe atypische Epithelien, teils zu Verb&anden zusammenge-
legen mit fokal erkennbarem driisigem Wachstumsmuster.

Biopsie von Lungengewebe, HE-Farbung, Originalvergréf3erung
x20
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Abbildung 17: Infiltrate eines Plattenepithelkarzinoms (Biop-
sie)

Infiltrate eines nicht-kleinzelligen, invasiven Karzinoms mit eosino-
philem Zytoplasma der Tumorzellen und fokal erkennbarer Einzel-
zellverhornung.

Biopsie von Lungengewebe, HE-Farbung, Originalvergrof3e-
rung x20
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Abbildung 18: Infiltrate eines SCLC (Histologie)
Infiltrate eines kleinzelligen Tumors mit Ausbildung von Chromatin-
schlieren.

Biopsie von Lungengewebe, HE-Farbung, Originalvergrofie-
rung x40.
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Auffallig ist in Abbildung 19 im Vergleich zu Abbildung 13 die hohe Anzahl bei den NSCLC-
NOS (n=158) und den kleinzelligen Tumoren (n=70). Beide Gruppen lassen sich haufig erst
durch Immunfarbungen weiter in Subgruppen einteilen. V.a. die Unterscheidung von niedrig-
differenzierten Adenokarzinomen versus unverhornten Plattenepithelkarzinomen und kleinzel-
ligen Karzinome versus Lymphome gestaltet sich an einer HE-Farbung oft schwierig.
Weiterhin zeigt sich eine hohe Anzahl an negativen Proben, bei welchen in der Uberstandszy-
tologie oder in der Immunfarbung eine Auffalligkeit gefunden wird, weshalb sie in das Kollektiv
integriert werden.

Insgesamt kdnnen durch die Betrachtung der histologischen HE-Farbungen von 564 Préapara-
ten in n=416 Fallen (73,8%) ein maligner Tumor oder ein Carcinoma in situ diagnostiziert wer-
den. Weitere n=15 Falle (2,7%) sind ,verdachtig®.

Auswertung der histologischen Préparate an HE-Farbungen
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Abbildung 19: Haufigkeitsverteilung der Tumorsubtypen anhand der Auswertung der
histologischen Préaparate an HE-Farbungen

Das Diagramm zeigt die Diagnosen der histologischen Praparate an HE-Farbungen. Es wer-
den insgesamt n=564 Proben betrachtet.
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5.2.2 Histologie mit immunchemischen Farbungen

Fertigt man zu den Standard-HE-Praparaten zusatzlich Immunfarbungen an, kénnen die Kar-
zinome in histologische Subtypen untereilt werden. Insgesamt wurden zu n=387 (68,6%) der
564 Proben in der Histologie zusatzlich Immunfarbungen angefertigt.

In Abbildung 20 zeigt sich die Summe der Ergebnisse aus den histologischen Préaparaten an

HE-Farbungen und den Immunféarbungen.

Auswertung der histelogischen Prdparate in Zusammenschau von HE-Firbung und Immunfirbungen
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Befund Histologie

Abbildung 20: Haufigkeitsverteilung der Tumorsubtypen anhand der Zusammenschau
von HE-Farbungen und Immunférbungen

Das Diagramm zeigt die bestmoglichen Ergebnisse, die durch die HE-Farbung oder im Zu-
sammenblick mit den Immunfarbungen gestellt werden kdnnen. Es werden insgesamt von
n=564 Proben HE-Farbungen und von n=387 Immunfarbungen angefertigt.

Durch die Immunfarbungen kénnen von den 158 mit HE-Farbungen diagnostizierten NSCLC-
NOS weitere n=152 (96,2%) NSCLC den Tumorsubgruppen zugeordnet werden.

Uberdies kann bei n=3 Fallen die ,positive“ Tumordiagnose, die am HE-Préaparat gestellt
wurde, durch die Immunfarbungen nicht bestétigt werden, wahrend bei n=5 ,negativen* histo-
logischen Befunden an HE-Praparaten mit Immunfarbungen ein maligner Tumor diagnostiziert
werden kann. Des Weiteren kdnnen n=1 in der HE-Farbung ,zweifelhafter” und n=8 ,verdach-
tige* histologische Befunde durch Immunféarbungen bestétigt und somit ein maligner Tumor
festgestellt werden. n=3 ,zweifelhafte® und n=3 ,verdachtige* Befunde, die mit Hilfe der HE-
Farbungen gestellt wurden, kénnen durch Immunfarbungen nicht verifiziert werden, da in den
weiterfiihrenden Farbungen keine Auffalligkeiten auszumachen sind.

41




Ergebnisse

5.2.3 Uberstandszytologie ohne immunchemische Farbungen

Zytologisch lasst sich nur sehr selten ein pradominanter Wachstumstyp bestimmen, da hier
haufig nur einzelne Tumorzellen erkennbar sind und sich in den wenigsten Fallen kleine Ge-
websstuicke finden lassen [37]. Hier wird versucht anhand der Morphologie, des Chromatins
und weiteren Zellveranderungen eine weitere Typisierung zu erreichen. Das Hauptziel der Zy-
tologie und der Uberstandszytologie liegt daher vor allem in der Detektion einzelner Tumorzel-
len.

Deshalb werden in der Uberstandzytologie an den HE-Farbungen Adenokarzinome, Plat-
tenepithelkarzinome und kleinzellige Tumore meist ohne weitere Subtypisierung aufgefuhrt
(Abbildung 21/22/23). Eine Ausnahme davon bildet das verhornende Plattenepithelkarzinom
(n=3), da in der Uberstandzytologie gelegentlich Zellen mit Verhornung sichtbar sind und so

eine eindeutige Zuordnung ermdglicht wird.
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Abbildung 21: Zellen eines NSCLC, Verdacht auf Adenokarzi-
nom (Uberstandszytologie - Histogelblock)

Mittelgrol3e atypische, in lockerem Verband liegende Epithelien mit
erkennbaren Nukleoli.

Zytologie der Lunge, HE-Farbung, Originalvergréf3erung x20
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f Plat-
tenepithelkarzinom (Uberstandszytologie - Histogelblock)
MittelgroRe atypische Epithelverb&nde mit angedeutet erhaltener
Schichtung und miterfasstem Tumorstroma.

Zytologie der Lunge, HE-Farbung, OriginalvergréfRerung x20

Abbildung 23: Zellen eines kleinzelligen Tumors (Uber-
standszytologie - Histogelblock)

Zusammengelegene, relativ kleine Zellen mit schmalem Zytoplas-
masaum und angedeutet hyperchromatischen Zellkernen ohne ein-
deutig erkennbare Nukleoli.

Zytologie der Lunge, HE-Farbung, Originalvergrof3erung x20
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Auswertung der Uberstandspriparate an HE-Firbungen
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Abbildung 24: Haufigkeitsverteilung der Tumorsubtypen anhand der Auswertung der
Uberstandszytologie an HE-Farbungen

Das Diagramm zeigt die Diagnosen der zytologischen Préparate an HE-Farbungen. Es werden
insgesamt n=564 Proben betrachtet.

Wie in Abbildung 24 dargestellt konnen so von insgesamt 564 Fallen in der Uberstandzytologie
n=98 (17,4%) Tumore inkl. Carcinoma in situ sicher diagnostiziert werden. In n=133 (23,6%)
Fallen wurde der Befund auf ,verdachtig” festgelegt.

5.2.3.1 Unterteilung in zytologischen Histogelblock und Zytospinpraparat

Im Institut fir Pathologie des UKS werden fir die Falle seit 2017 aus dem Uberstand je zwei
Préaparate angefertigt, ein Praparat aus dem zytologischen Histogelblock (Abbildung 25) und
ein Zytospinpraparat (Abbildung 26). Beide werden zusammen als ein Befund bearbeitet und
angegeben. Um eine genauere Differenzierung der beiden Methoden zu ermdglichen, werden
in diesem Punkt die Befunde von 172 Fallen aus den Jahren 2017 und 2018 nachmikroskopiert
und als Einzelbefunde aufgetrennt. Dabei wurde fur jedes Praparat eine eigene Diagnhose er-

stellt und mit dem Befund verglichen, in dem immer das hdchste Ergebnis angegeben wurde.
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Abbildung 25: Zweifelhafter Befund (Uberstandszytologle -
Histogelblock)

Proteinprazipitat mit Leukozyten und Makrophagen, ferner kleine
Verbande mittelgroRer Zellen, deren Zellmembran und Zellkern
nicht zweifelsfrei beurteilbar sind.

Zytologie der Lunge, HE-Farbung, Originalvergréf3erung x20

3 = ™ Um0 Gt v()‘ CE T
oo o0 ~A002 8o®0e ,«,o ..
". ().:) Lle) Q Y Ooh o %

2 ’q' .).
oS3 %° M00. % A
.o : o0 o000 o . O .OO
H 0{_‘\ o) .. OO ~ (’3 - ?(‘?O)o‘ ‘O’:Q @
al (o) s> &
o RET DBYOR5S 58,08 %08
Q0 ™ Q ') O ) O‘,\J
009 00 o OO0 0,00 o 008
b -~ - )
Bo3g 000 ~ SREE "Wegoocelsh § o Tt
O C),ﬂ(‘-oaccz\’_r) 3O c”)" '-\) .{)"j“. oo Ol)‘
SECE T Ly < 'S % £:0507 9500 P ©
R T 500 S T, fFRTD D 3 e
- £ ¢ v O . !
- ¢ p0-®
@0, a2 . " ‘(9 v g
o ® Yo W90, 39 o 2% 0
| . bd < > 2 ~ 5
¢ ,30 ‘ oo 99, 9O 4
‘ i o $Re . ¢ O Og
500 - de . @ 0Y0oe00 0 o*
K o_Vv ‘“J r\;. = e 00 (:( (:é"
9 os,) o :
o° 2% . @ °‘O?‘ 08", " Me s%o
: R < 4  JER ‘ O ~
‘ - ‘ = A S0,
8,92 009 ¢ L %90 %
N r B ¢ O¥. ©
A o8 o »O_ o o *e =]
.na ~T)\ o e 'f/ ‘- - ?\v
Q o, C
B 000 A8 Le%0P %00 3
o 020 O 8 C 2ol
' e n‘go-p\, 2 ) > K ‘9.
MR e e e 8
e C r' & > LA

Abbildung 26: Zweifelhafter Befund (Uberstandszytologle Zy-
tospinpraparat)

Nachweis reichlicher Erythrozyten, einzelner Leukozyten sowie ein
kleiner epitheloider Zellverband mit leicht hyperchromatischen Zell-
kernen bei recht weitem Zytoplasmasaum.

Zytologie der Lunge, HE-Farbung, Originalvergroéf3erung x40
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Tabelle 09 stellt dar, anhand welchen Praparats die Diagnose des Uberstandsbefundes ge-
stellt wurde und ob ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Methoden in der Diag-

nosestellung besteht.

Diagnose Zytospinpraparat Gesamt
negativ | zweifelhaft | verdachtig | positiv

negativ
« abs. Anzahl (n) 24 50 6 2 82
§ rel. Haufigkeit (%) 14,0% 29,1% 3,5% 1,2% 47, 7%
o]
g zweifelhaft
S abs. Anzahl (n) 5 9 4 0 18
'% rel. Haufigkeit (%) 2,9% 5,2% 2,3% 0,0% 10,5%
‘S, verdachtig
o abs. Anzahl (n) 2 16 6 5 29
2 rel. Haufigkeit (%) 1,2% 9,3% 3,5% 2,9% 16,9%
(@)
.‘OE positiv

abs. Anzahl (n) 3 10 17 13 43

rel. Haufigkeit (%) 1,7% 5,8% 9,9% 7,6% 25,0%
Gesamt
abs. Anzahl (n) 34 85 33 20 172
rel. Haufigkeit (%) 19,8% 49,4% 19,2% 11,6% | 100,0%
p-Wert nach McNemar <0,001

Tabelle 09: Vergleich der Diagnosen des Zytospinpraparats und des zytologischen His-
togelblocks

In n=52 Fallen zeigen beide Methoden die gleiche Diagnose. Mit n=43 Fallen zeigt das Prapa-
rat aus dem zytologischen Histogelblock haufiger ,positive Diagnosen® an als das Zytospin-
praparat mit n=20 ,positiven Diagnosen®. Am haufigsten kann die Kombination einer ,negati-
ven Diagnose® im zytologischen Histogelblock und einer ,.zweifelhaften Diagnose® im Zytospin-
praparat gefunden werden. Dies macht mit n=50 Fallen einen Anteil von 29,1% an allen be-
trachteten Fallen aus. Mit n=17 Fallen (9,9%) haben auch ,positive Diagnosen® im zytologi-
schen Histogelblock und ,verdéchtige Diagnosen® im Zytospinpraparat einen gro3en Anteil an
den betrachteten Fallen.

Mit einem p-Wert von <0,001 wird deutlich, dass die Unterschiede in den Ergebnissen nicht

zufallig die vorliegende Verteilung zeigen.
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5.2.4 Uberstandszytologie mit immunchemischen Farbungen

Im Vergleich mit der Histologie (Abbildung 20) ist in Abbildung 27 nur eine geringe Anderung
sichtbar. Dies liegt darin begriindet, dass von den 564 Uberstandspraparaten nur in n=11 (2%)
Fallen immunhistochemische Farbungen angefertigt wurden. Von diesen 11 Fallen kann in
n=1 Fall ein kleinzelliges Karzinom und n=1 Adenokarzinom bewiesen werden. In n=5 Féallen
kann ein maligner Tumor nicht bestétigt werden. In n=4 Fallen ist die Diagnose der Immunfar-

bungen gleich der Diagnose der HE-Farbung.

Auswertung der Uberstandszytologie in Zusammenschau von HE-Firbung und Immunfirbungen
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Befund Uberstandszytologie

Abbildung 27: Haufigkeitsverteilung der Tumorsubtypen anhand der Auswertung der
Uberstandszytologie unter Zuhilfenahme von Immunfarbungen

Das Diagramm zeigt die bestmoglichen Ergebnisse, die durch die HE-Farbung oder im Zu-
sammenblick mit den Immunfarbungen gestellt werden kdnnen. Es wurden insgesamt von
n=564 Proben HE-Farbungen und von n=11 Immunféarbungen angefertigt.

Die kleine Anzahl der Immunfarbungen bei der Uberstandszytologie liegt darin begriindet,
dass in der Regel zunéchst an den histologischen Schnitten eine Immunfarbung durchgefuhrt
wird. Kann dadurch eine Diagnose gestellt bzw. gesichert werden, werden zur Materialscho-
nung an den Uberstandspraparaten keine weiterfiihrenden Farbungen durchgefiihrt.
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5.2.5 Auffallige Uberstandszytologie
Von den gesamten 564 betrachteten Fallen ist in der Uberstandszytologie mit n=263 (46,6%)

Fallen und nur n=6 (1,1%) Fallen bei der Histologie die Kategorie ,zweifelhaft* bemerkenswert.
Auch die ,verdachtigen® Falle mit einer Anzahl von n=133 (23,6%) sind in der Uberstandszy-
tologie deutlich héher als in der Histologie mit n=15 (2,7%) Fallen.

Es stellt sich daher die Frage, ob diese Falle, die eine Auffalligkeit aufweisen, wirklich einen
malignen Tumor anzeigen oder ob sie z. B. wegen verfalschenden Artefakten als auffallig ein-
gestuft wurden.

Die Gruppen ,zweifelhaft* und ,verdachtig” werden fir folgende Auswertungen als eine Gruppe
mit dem Titel ,auffallig® zusammengefasst. Somit gibt es insgesamt n=396 (70,2%) auffallige
Uberstandspraparate in HE-Farbungen.

Tabelle 10 gibt einen Uberblick, ob die auffalligen Uberstandsbefunde zu Recht auffallig sind

und auf einen malignen Tumor hinweisen.

Auffillige Uberstandszytologie, ... abs. rel. Haufig-
Anzahl (n) | keit (%)

... widerlegt durch Immunf./negative Histologie/in anderen 57 14,4%

Einsendungen kein Tumor

... belegt durch Histologie/Immunf. 260 65,7%

... Histologie verdachtig/zweifelhaft/negativ; Tumor in glei- 48 12,1%

cher Lokalisation innerhalb von +/- 1 Jahr

... Histologie verdachtig/zweifelhaft/negativ; Tumor in an- 31 7,8%

derer Lokalisation innerhalb von +/- 1 Jahr

Gesamt auffallige Uberstandszytologie 396 100,0%

Tabelle 10: Uberblick tiber die auffalligen Uberstandszytologien

In Tabelle 10 zeigt sich, dass n=57 (14,4%) der 396 ,auffalligen“ Uberstandsbefunde entweder
direkt durch Immunfarbungen widerlegt werden kénnen oder auch in anderen Einsendungen
kein maligner Tumor gefunden werden kann.

In n=260 Fallen (65,7%) konnen die Auffalligkeiten in der Uberstandszytologie durch eine po-
sitive Histologie oder Immunfarbungen bestatigt werden. In weiteren n=48 Féallen (12,1%) fin-
den sich bei ,negativer” oder maximal ,zweifelhafter/verdachtiger* Histologie in anderen Pro-
ben aus der gleichen Lokalisationsgruppe ein positiver Tumorbefund.

Bei n=31 Fallen (7,8%) kann in einer anderen Lokalisationsgruppe ein Tumor gefunden wer-
den. Inwieweit diese Uberstandspraparate richtig oder falsch positiv sind, lasst sich mit den

vorliegenden Daten nicht beurteilen.
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Tabelle 11 stellt die auffalligen Uberstandsbefunde aus Tabelle 10 im Vergleich zu den histo-

logischen Befunden und anderen eingesandten Proben in vollstandiger Ausfiihrung dar und

zeigt somit, wie sich die Befundkombinationen im Detail verhalten.

Uberstandszyt. | Uber- Histologie | Histolo- | maligner Tumor in | abs.

standszyt. gie + Im- | anderen Préapara- | Anzahl

+ Immunf. munf. ten (n)
auffallig positiv negativ negativ -2 1
auffallig positiv auffallig positiv -2 1
auffallig -1 positiv (falls an- | -2 258

gefertigt)
positiv

auffallig -1 positiv negativ | gleiche Lokalisation | 3
auffallig -1 auffallig auffallig | gleiche Lokalisation | 2
auffallig auffallig auffallig negativ gleiche Lokalisation | 1
auffallig -1 auffallig -1 gleiche Lokalisation | 1
auffallig = auffallig negativ gleiche Lokalisation | 2
auffallig auffallig negativ negativ gleiche Lokalisation | 1
auffallig -1 negativ -1 gleiche Lokalisation | 38
Gesamtzahl der auffalligen Uberstandszytologien mit definitiv diagnostiziertem | 308
malignem Tumor in der entsprechenden Immunf., in den entsprechenden histo-
logischen Praparaten oder in anderen Einsendungen der gleichen Stelle
auffallig -1 auffallig auffallig | andere Lokalisation | 1
auffallig -1 negativ -1 andere Lokalisation | 30
Gesamtzahl der auffalligen Uberstandszytologie mit definitiv diagnostiziertem | 31
malignem Tumor an anderer Stelle

auffallig -1 auffallig auffallig | nirgends 1
auffallig auffallig negativ -1 nirgends 1
auffallig -1 auffallig negativ nirgends 1
auffallig -1 negativ -1 nirgends 49
auffallig negativ positiv positiv -2 2
auffallig negativ auffallig negativ. | -2 1
auffallig negativ positiv auffallig | -2 1
auffallig negativ negativ -1 -2 1

Gesamtzahl der auffalligen Uberstandszytologie, bei denen kein maligner Tumor | 57
gefunden werden kann, bzw. durch Immunf. direkt widerlegt wird

Tabelle 11: Auffallige Uberstandszytologien

,Positiv=in entsprechendem Praparat liel3 sich ein maligner Tumor oder Carcinoma in situ
nachweisen; ,auffallig“=Praparat wird als zweifelhaft oder verdachtig eingestuft; ,negativ‘=es
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kann definitiv kein maligner Tumor nachgewiesen werden; ,Tumor an gleicher Lokalisation“=
maligner Tumor in gleicher Lokalisationsgruppe innerhalb von +/- 1 Jahr; ,maligner Tumor an
anderer Lokalisation”= maligner Tumor in anderer Lokalisationsgruppe innerhalb von
+/- 1 Jahr; ,nirgends ein maligner Tumor gefunden“=in keinem anderen Auftrag innerhalb von
+/- 1 Jahr kann ein maligner Tumor gefunden werden

! wurde nicht angefertigt; 2 wurde nicht betrachtet, da Ergebnis der Uberstandszytologie bereits
durch Immunf./Histologie widerlegt, bzw. bestatigt wurde

In n=2 (0,5%) der insgesamt 396 auffalligen Falle wird die Uberstandszytologie direkt durch
Immunfarbungen bestétigt und in n=258 (62,2%) Fallen werden in den korrespondierenden
histologischen Praparaten und deren Immunfarbungen maligne Tumore oder ein Carcinoma
in situ gefunden.

In n=9 (2,3%) Fallen zeigt die entsprechende Histologie ebenfalls Auffalligkeiten, die in n=4
(1,0%) Fallen durch Immunfarbungen an der Histologie widerlegt werden. In n=3 (0,8%) ande-
ren Fallen widerlegen die Immunféarbungen einen positiven histologischen Befund.

In n=38 (9,6%) Fallen zeigt die Uberstandszytologie und in n=1 (0,3%) weiteren Fall auch
deren Immunfarbung auffallige Befunde, wahrend in der Histologie der Befund negativ ausfallt.
Auch hier wird in einer anderen Probe der gleichen Lokalisation ein Tumor diagnostiziert.

Bei insgesamt n=31 (7,8%) Fallen, in denen die Uberstandspraparate ebenfalls als auffallig
bewertet werden, kann in einem anderen Auftrag in einer anderen Lokalisation der Lunge ein
maligner Tumor diagnostiziert werden.

In n=57 (14,4%) Fallen kann weder in der Histologie, den entsprechenden Immunfarbungen,
noch in anderen eingesandten Proben ein maligner Tumor gefunden werden.

Somit kénnen insgesamt 77,8% (n=308) der auffalligen Uberstandsbefunde, bestatigt durch
Histologie, Immunfarbungen oder andere Einsendung der gleichen Lokalisationsgruppe, auf
einen malignen Tumor hinweisen, bei 14,4% (n=57) kann auch in anderen Einsendungen kein
maligner Tumor gefunden werden. Wahrend in 7,8% (n=31) der Félle in einer anderen Einsen-
dung ein maligner Tumor gefunden wurde, der sich aber in einer anderen Lokalisationsgruppe
befindet.
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5.2.6 Vergleich zwischen Histologie und Uberstandszytologie an HE-
Farbungen

5.2.6.1 Tumorsubtypen

Tumorsubtypen Histologie Uberstandszyt.
an HE-Farbungen an HE-Farbungen
abs. Anzahl | rel. Haufigkeit | abs. Anzahl | rel. Haufigkeit
(n) (%) (n) (%)
negativ 126 22,3% 69 12,2%
Carcinoma in situ 12 2,1% 2 0,4%
zweifelhaft 6 1,1% 263 46,6%
verdachtig 15 2,7% 133 23,6%
NSCLC-NOS 158 28,0% 16 2,8%
kleinzelliger Tumor 70 12,4% 7 1,2%
kleinzelliges Karzinom 11 2,0% 6 1,1%
Adenokarzinome - - 8 1,4%
lepidisch 4 0,7% - -
azinar 25 4,4% - -
mikropapill&ar 6 1,1% - -
kribriform 1 0,2% - -
solide 15 2, 7% - -
Plattenepithelkarzinome - - 3 0,5%
verhornt 45 8,0% 2 0,4%
unverhornt 22 3,9% - -
Metastasen 5 0,9% 3 0,5%
sonstige maligne Tumore 42 7.4% 51 9,0%
nicht reprasentativ 1 0,2% 1 0,2%
Gesamt positive Diag- 404 71,6% 96 17,0%
nosen
Gesamt positive Diag- 416 73,8% 98 17,4%
nosen inkl. Carcinoma
in situ
Gesamt 564 100% 564 100%

Tabelle 12: Vergleich von Histologie und Uberstandszytologie an HE-Farbungen

Stellt man die Histologie und die Uberstandszytologie an HE-Farbungen in direktem Vergleich
zueinander (Tabelle 12), erkennt man, dass anhand der Histologie 73,8% (n=416) und anhand
der Uberstandszytologie 17,4% (n=98) maligne Tumore inkl. Carcinoma in situ diagnostiziert

werden kénnen.
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5.2.6.2 Wertigkeit der Verfahren in Bezug auf die Tumorerkennung

Vergleich der Uberstandszytologie mit der Histologie in Bezug auf die Erkennung maligner Tumore
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Methode mit hdherer Auffilligkeit

Abbildung 28: Vergleich der Uberstandszytologie mit der Histologie in Bezug auf die
Erkennung maligner Tumore

,hohergradig“ wird hier definiert als, dass die jeweilige Methode positiv war oder eine hdhere
Auffalligkeit gezeigt hat. War der Befund ,zweifelhaft“ oder ,verdéchtig” und wurde der Tumor-
verdacht entweder durch eine Immunfarbung bestatigt oder es wurde im Zeitraum +/- 1 Jahr
von der Probeentnahme an der gleichen Stelle ein maligner Tumor gefunden, wird dies auch
als ,héhergradig” gewertet.

Ist die Uberstandszytologie aufféllig, die Histologie negativ und es kann an keiner anderen
Stelle ein maligner Tumor gefunden werden, bzw. die Auffalligkeit wird durch eine Immunfar-
bung direkt widerlegt, kann sie nicht als besser gewertet werden.

,vergleich nicht moglich” tritt auf, wenn eine Methode nicht repréasentativ ist.

Betrachtet man nun die Falle zwischen Histologie und Uberstandszytologie an HE-Farbungen
im Blick auf die Frage, welche Methode eine hohergradige Auffalligkeit vorweist, so zeigen
sich deutliche Unterschiede. Bei den Fallen, bei denen die Uberstandsdiagnostik auffallig war
und in der Histologie kein Hinweis auf einen malignen Tumor gefunden werden konnte, wurde
gepruft, ob in einer anderen Einsendung an dieser Stelle innerhalb von 1 Jahr vor oder nach
der Probeentnahme ein maligner Tumor gefunden werden konnte. Trifft dies zu, werden die
auffalligen Uberstandszytologien als hohergradig auffallig gewertet. Kann auch in anderen Ein-
sendungen an dieser Stelle kein maligner Tumor gefunden werden oder war die entspre-
chende Immunfarbung der Uberstandszytologie negativ, fallen diese Falle in die vierte der funf
Kategorien aus Abbildung 28.
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Abbildung 28 zeigt, dass in n=332 (58,9%) Fallen die Methode der Histologie hhergradigere
Auffalligkeiten gezeigt hat als die Uberstandszytologie. In n=40 (7,1%) Fallen ist jedoch die
Uberstandszytologie in hdherem Mafe auffalliger (oder positiv) als die Histologie.

In n=81 (14,4%) Fallen ist die Uberstandszytologie auffallig, der Verdacht auf einen malignen

Tumor kann aber in keiner anderen Einsendung oder der Histologie bestatigt werden.

5.2.6.3 Diagnostische Wahrscheinlichkeiten der beiden Verfahren

Um zwei Verfahren objektiv vergleichen zu kdnnen, werden statistische Mal3zahlen herange-
zogen.

Folgende Tabellen zeigen die den Maf3zahlen zugrunde liegenden Vierfeldertafeln fir die Er-
gebnisse der Histologie (Tabelle 13) und der Uberstandszytologie (Tabelle 14).

Dabei wird das Ergebnis der Histologie, bzw. der Uberstandszytologie an HE-Farbungen ge-
gen die Zusammenschau aus Uberstandszytologie, Histologie, Immunfarbungen und evtl. po-
sitiven Diagnosen an gleicher Lokalisation aus anderen Einsendungen aufgetragen. Die Zu-
sammenschau aus allen Methoden und weiteren Ergebnissen aus anderen Einsendungen,
das ,Referenzergebnis®, wird als die korrekte Diagnose angesehen und dient als Goldstandard
fur die Berechnung der folgenden statistischen Kennzahlen. Das Referenzergebnis wird auch
in den folgenden Punkten verwendet.

Kann bei nicht eindeutigen positiven Diagnosen in anderen Einsendungen kein maligner Tu-
mor an der gleichen Stelle gefunden werden, wird das Referenzergebnis auf ,negativ* festge-
legt. Wird in anderen Einsendungen jedoch ein maligner Tumor an der gleichen Lokalisation
gefunden, wird das Referenzergebnis als ,positiv‘ bestimmt.

Da bereits ein verdéchtiges Ergebnis zu einer weiteren Abklarung fuhrt, wurden ,verdachtige*
und ,positive Diagnosen zusammengefasst. Ein ,zweifelhafter* oder ,negativer® Befund hat
fur die weitere Diagnostik weniger starke Folgen, weshalb auch diese zu einer Gruppe zusam-

mengefasst werden.

Referenzer- Referenzer- Gesamt

gebnis gebnis

positiv negativ
Histologie verdachtig/positiv 428 3 431
Histologie negativ/zweifelhaft 49 83 132
Gesamt 477 86 5631

Tabelle 13: Vierfeldertafel der Histologie
11 Fall nicht reprasentativ, wird nicht gewertet
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Referenzer- Referenzer- Gesamt

gebnis gebnis

positiv negativ
Uberstandszytologie verdachtig/positiv 228 3 231
Uberstandszytologie negativ/zweifelhaft 249 83 332
Gesamt 477 86 563!

Tabelle 14: Vierfeldertafel der Uberstandszytologie
1 Fall nicht reprasentativ, wird nicht gewertet

Basierend auf den oben gezeigten Tabellen wird fir beide Verfahren die Sensitivitat, die Spe-

zifitat, der positive pradiktive Wert (PPW) und der negative pradiktive Wert (NPW) berechnet:

e richtig positive histologische Testergebnisse 428
Sensitivitat wistologie = gF g geme =222~ 0,90
alle Erkrankten laut Referenzergebnis 477
A richtig negative histologische Testergebnisse _ 83
Spezifitat wistologie = =—=0,97
p Histologie alle Gesunden laut Referenzergebnis 86 !
__ richtig positive histologische Testergebnisse _ 428
PPW Histologie — . ; . . - = 0,99
alle positiven histologischen Testergebnisse 431
_ richtig negative histologische Testergebnisse _ 83
NPW Histologie = — =~ 0,63

alle negative histologische Testergebnisse T 132

richtig positive iberstandszytologische Testergebnisse _ 228

Sensitivitat g e = ="~ 0,48
Uberstandszytologie alle Erkrankten laut Referenzergebnis 477 !
R richtig negative iiberstandszytologische Testergebnisse _ 83
Spezifitat g e = =% 10097
P Uberstandszytologie alle Gesunden laut Referenzergebnis 86 !
PPW ¢ ~ _ richtig positive iberstandszytologische Testergebnisse _ 228 099
Uberstandszytologie alle positiven iiberstandszytologische Testergebnisse 231
_ richtig negative iiberstandszytologische Testergebnisse _ 83
NPW Uberstandszytologie — —_— = 0,25

alle negative iiberstandszytologische Testergebnisse 332

In dieser Arbeit wurden nur Praparate (n=564) verwendet, die entweder in der Uberstandszy-
tologie oder der Histologie ein pathologisches Ergebnis, also ,zweifelhaft®, ,verdachtig“ oder
.positiv, gezeigt haben. Falle, in denen die Diagnose in beiden Methoden ,negativ* war, wur-
den nicht betrachtet. Somit konnen die Sensitivitat, die Spezifitat und der NPW nicht zum kor-
rekten Vergleich mit anderen Arbeiten herangezogen werden, da Falle, in denen beide Metho-
den richtig oder falsch negativ waren, nicht betrachtet wurden.

Um eine Tendenz zu erhalten, wurden sie in dieser Arbeit trotzdem mitberechnet. In diesen
Zahlen lasst sich fur die Histologie eine Tendenz der Sensitivitat von 0,90, der Spezifitat von
0,97 und des NPW von 0,63 der erkennen. Die Uberstandszytologie zeigt eine Tendenz fiir
die Sensitivitat von 0,48 und fir den NPW von 0,25. In der Spezifitdt und dem PPW tendiert
die Uberstandszytologie mit einem Wert von 0,97, bzw. 0,99 zu héheren Werten als in der
Sensitivitdt und dem NPW. Der PPW ist bei den verwendetet Fallen aussagekraftig und kann

zum Vergleich herangezogen werden. Er liegt bei beiden Methoden bei 0,99.
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5.3 Fallbeispiele
5.3.1 Diagnosestellung anhand der Uberstandszytologie bei negati-

ver Histologie
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Abbildung 29: Verdachtiger Befund (Uberstandszytologie -
Histogelblock)

In der rechten Bildh&lfte Nachweis von respiratorischem Epithel mit
erhaltenem Flimmerhaarbesatz; in der linken Bildhélfte und oben
lockere Zellverbande mittelgroR3er epitheloider Zellen mit endrunde-
ten Zellkernen und deutlichen Nukleolen; verdachtig auf Zellmate-
rial eines NSCLC.

Zytologie der Lunge, HE-Farbung, Originalvergrof3erung x40
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Abbildung 30: Zellen eines TTF-1-positiven Adenokarzinoms
(Uberstandszytologie — Histogelblock)

Nachweis mittelgrof3er, in lockeren Verbanden gelegenen Zellen
mit Anisonukleosen und spezifischer nuklearer Immunreaktivitat fur
TTF-1.

Zytologie der Lunge, Immunf. gegen TTF-1, OriginalvergroRe-
rung x40

Abbildung 31: Negativer Befund (Histologie)

Respiratorisches Epithel mit vermehrten Becherzellen und sube-
pithelial eingestreuten Lymphozyten ohne Nachweis atypiever-
dachtiger Zellverbande, vereinbar mit einer chronischen Bronchitis.
Biopsie der Lunge, HE-Farbung, Originalvergrof3erung x40
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In diesem Fall handelt es sich um eine transbronchiale Biopsie aus dem RB3-Bronchus. Von
klinischer Seite wurde auf dem Einsendeschein vermerkt, dass ein Verdacht auf ein Lungen-
karzinom im rechten Oberlappen vorliegt.

In der Uberstandszytologie zeigt sich ein ,malignitatsverdachtiger Befund“ (Abbildung 29) mit
atypischen Zellverbanden aus mittelgrof3en Zellen mit schlecht abgrenzbaren Zellgrenzen und
pleomorphen, hyperchromatischen bis aufgehellten Zellkernen, die zum Teil Nukleolen enthal-
ten. Das Zytoplasma liegt als ein maRig breiter Saum vor. AuRerdem sind respiratorische
Epithelien, Plattenepithelzellen und Blutzellen zu erkennen.

Der Verdacht auf einen malignen Tumor kann durch eine Farbung gegen TTF-1 bewiesen
werden (Abbildung 30). Bei gleichzeitiger Negativitat der Tumorzellen gegen p40 (hier nicht
bildlich dargestellt) kann ein Plattenepithelkarzinom ausgeschlossen werden. Dadurch wird
belegt, dass es sich um ein Adenokarzinom handelt.

In der entsprechenden Histologie und deren Immunfarbungen zeigt sich das Bild einer chroni-
schen Bronchitis ohne Hinweise auf einen malignen Tumor, weshalb sie als ,negativ“ beschrie-
ben wird (Abbildung 31).

Die Tumordiagnose Adenokarzinom wird in diesem Fall ausschlieRlich anhand der Uber-
standszytologie und deren Immunfarbung gestellt.
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5.3.2 Diagnosestellung in Zusammenschau von Uberstandszytolo-

gie und Histologie
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Abbildung 32: Zellen eines NSCLC, Verdacht auf Adenokarzi-
nom (Uberstandszytologie - Histogelblock)

Oben links erkennbare Leukozyten und einzelne Zylinderepithe-
lien, in der Bildmitte zu kleinen Verbanden zusammengelegene aty-
pische epitheliale mittelgro3e Zellen.

Zytologie der Lunge, HE-Farbung, Originalvergré3erung x20

Abbildung 33: Infiltrate eines Adenokarzinoms (Histologie)
Verbande mittelgrof3er Zellen mit Anisonukleosen, fokal unter Aus-
bildung von Mikropapillen; chronische Begleitentziindung.

Biopsie von Lungengewebe, HE-Farbung, Originalvergrofle-
rung x20
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Abbildung 34: TTF-1-positive Infiltrate eines Adenokarzinoms
(Histologie)

Verbande mittelgroRer atypischer Zellen mit Anisonukleosen und
spezifischer nukledrer Immunreaktivitat gegen TTF-1.

Biopsie von Lungengewebe, Immunf. gegen TTF-1, Originalvergro-

Berung x20

-
. -
~ .
. - Y ~ell
; ~ » o ®
. » A ¢ 9.3
. ..l‘o
2 f %
. - :
-
- -
I, w" .9
’ o
: " . 8%, -
?\.0. - .‘ x
®
:. e -
.
- . A ®
3 v ...:..‘.“ X ‘e
%
° v 1soE|
‘ .
e

Abbildung 35: Proliferationsaktivitat eines Adenokarzinoms
(Histologie)

Verbande mittelgroRer atypischer Zellen mit partieller nukleérer Im-
munreaktivitat mit dem Proliferationsmarker Ki67.

Biopsie von Lungengewebe, Immunf. gegen Ki67, Originalvergro-
Berung x20
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Bei dem hier vorliegenden Fall handelt es sich um eine Probeentnahme aus dem linken Ober-
lappen.

Im Uberstandspraparat lassen sich kleine, traubenformige, epitheliale Zellgruppen mit vergro-
Berten, rundlichen bis ovalen, anisomorphen und hyperchromatischen Zellkernen sehen. Bei
den Zellen zeigt sich auBerdem ein schmaler bis maRig breiter Zytoplasmasaum. Somit liegt

ein ,positiver Tumorbefund® mit Verdacht auf ein Adenokarzinom vor (Abbildung 32).

In der Histologie zeigen sich vorwiegend mikropapillare, teils papillare, teils strangférmige Tu-
morformationen. Diese weisen, wie in der Uberstandszytologie, einen vergroRerten, hyper-
chromatischen Zellkern und einen schmalen bis maRig breiten Zytoplasmasaum auf. Auch hier
handelt es sich um einen ,positiven Befund® (Abbildung 33).

Durch Farbungen gegen TTF-1 (Abbildung 34) und Napsin A (nicht bildlich dargestellt) des
histologischen Praparats lasst sich ein Adenokarzinom bestétigen. In der Farbung gegen Ki67
l&sst sich in den Tumorzellen eine Wachstumsfraktion von 40-60% bestimmen (Abbildung 35).
Die Diagnosestellung des vorwiegend mikropapillaren Adenokarzinoms erfolgt durch Zusam-
menschau von Uberstandszytologie und Histologie und wird durch Immunfarbungen bestatigt.

5.3.3 Diagnosestellung anhand der Histologie bei auffalliger Uber-

standszytologie
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Abbildung 36: Zweifelhafter Befund (Uberstandszytologie -
Histogelblock)

Locker zusammengelegene mittelgrol3e epitheloide Zellen mit Zell-
kerngrolienschwankungen; ferner histiozytare Zellen, Leukozyten
und Erythrozyten.

Zytologie der Lunge, HE-Féarbung, Originalvergrél3erung x20
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Abbildung 37: Infiltrate eines NSCLC (Histologie)
Teils einzeln liegende, teils zu Verbanden zusammengelegene mit-
telgrolRe bis grol3e Zellen mit Anisonukleosen und angedeutet va-
kuolisiertem Zytoplasma.

Biopsie von Lungengewebe, HE-Farbung, Originalvergrofie-
rung x20
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Abbildung 38: Infiltrate eines TTF-1-positiven Adenokarzi-
noms (Histologie)

Angedeutet drisig differenzierte Infiltrate eines NSCLC mit nuklea-
rer Immunreaktivitat der Tumorzellen fur TTF-1.

Biopsie von Lungengewebe, Immunf. gegen TTF-1, Originalvergro-
Berung x20
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Die hier betrachtete Probe wurde aus dem rechten Oberlappen (Lokalisation RB3-Bronchus)
enthommen.

Im Befund der Uberstandsdiagnostik wird ein Bild von einzelnen Gruppen suspekter, mittel-
grol3er Zellelemente mit vergrobertem Chromatin und mittelbreitem Zytoplasmasaum zwi-
schen Zylinderepithelien beschrieben. Der Befund der Uberstandszytologie wurde deshalb auf
.zweifelhaft” festgelegt (Abbildung 36).

In der Histologie sind lymphozytare Infiltrate und eine hyalinverbreiterte Basalmembran zu er-
kennen. Auch Tumorformationen aus mittelgrof3en bis grof3en Zellen mit vergrof3erten Nukleoli
und schwach eosinophilem Zytoplasma sind zu finden. Dies erbringt am HE-Préparat die Di-
agnose eines ,NSCLC* (Abbildung 37).

Anhand der positiven Farbung gegen TTF-1 lasst sich die Diagnose eines Adenokarzinoms
stellen (Abbildung 38).
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5.4 Korrelation der Uberstandsdiagnostik mit der Histologie

Die folgende Auswertung (Tabelle 15) bezieht sich auf Praparate in HE-F&rbungen ohne Zu-
hilfenahme der Immunfarbungen. Carcinoma in situ werden als positiv mitgerechnet. Nicht re-
prasentative Praparate werden nicht betrachtet. Da beide Praparate auf der gleichen Proben-
entnahme basieren und somit das gleiche Grundmaterial zugrunde liegt, wird der McNemar-

Test fur verbundene qualitative Merkmale angewandt.

Histologie an HE-Farbungen Gesamt
negativ zweifel- | verdach- | positiv
haft tig

- negativ
g abs. Anzahl (n) 5 0 4 60 69
S rel. Haufigkeit (%) 0,9% 0,0% 0,7% 10,7% 12,3%
QO
S zweifelhaft
Wi abs. Anzahl (n) 115 6 9 132 262
i rel. Haufigkeit (%) 20,5% 1,1% 1,6% 23,5% 46,6%
IS
< verdachtig
& abs. Anzahl (n) 5 0 1 127 133
-r% rel. Haufigkeit (%) 0,9% 0,0% 0,2% 22,6% 23,7%
g positiv
= abs. Anzahl (n) 1 0 1 96 98

rel. Haufigkeit (%) 0,2% 0,0% 0,2% 17,1% 17,4%
Gesamt
abs. Anzahl (n) 126 6 15 415 562
rel. Haufigkeit (%) 22,4% 1,1% 2,7% 73,8% 100,0%
p-Wert nach McNemar <0,001

Tabelle 15: Ergebnis des Tests nach McNemar fuir Uberstandszytologie und Histologie

Das Ergebnis des Tests nach McNemar zeigt einen p-Wert von p<0,001. Somit zeigt sich,
dass unterschiedliche Ergebnisse vorliegen und die erkennbaren Unterschiede nicht zufallig
die beschriebene Verteilung zeigen.

In n=108 Fallen (19,2%) zeigen beide Methoden ein identisches Ergebnis an. Mit n=415 Fallen
(73,8%) zeigt die Methode der Histologie deutlich mehr ,positive“ Ergebnisse als die Methode
der Uberstandszytologie mit n=98 (17,4%).

Die haufigste Kombination ist ein ,positives Ergebnis® in der Histologie und ein ,zweifelhaftes
Ergebnis“ in der Uberstandszytologie. Diese Kombination macht mit n=132 Fallen einen Anteil
von 23,5% an allen betrachteten Fallen aus. In n=1 Fall (0,2%) zeigte die Uberstandszytologie
eine ,positive Diagnose* und die Histologie ein ,negatives Ergebnis®. In n=5 (0,9%) weiteren
Fallen konnte die Diagnose in der Uberstandszytologie auf ,verdachtig“ festgelegt werden,

wahrend die Histologie auch hier ein ,negatives Ergebnis* aufzeigt.
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5.5 Auswertung eventueller Einflussfaktoren
5.5.1 Einfluss des Tumorsubtyps

5.5.1.1 Einfluss auf die Uberstandszytologie

Ein wichtiger Einflussfaktor auf die Wertigkeit der Uberstandszytologie kénnte der Tumorsub-
typ sein. Ob die Uberstandszytologie bei einem bestimmten Subtyp bessere Ergebnisse liefert
als bei einem anderen, wird im Folgenden durch den Chiquadrat-Test betrachtet. Dabei wer-
den die Ergebnisse der Uberstandszytologie, mit Ausnahme der nicht reprasentativen Proben,
gegen die positiven Referenzergebnisse aufgetragen, die sich mit Uberstandszytologie, His-
tologie, Immunfarbungen und evtl. weiteren positiven Einsendungen der gleichen Lokalisation

bestimmen lassen (Tabelle 16).

Referenzergebnis Gesamt
AC PEC SCLC Sonstige?

- negativ
& abs. Anzahl (n) 22 23 8 16 69
E rel. Haufigkeit (%) 31,9% 33,3% 11,6% 23,2% | 100,0%
S zweifelhaft
LiIJ abs. Anzahl (n) 53 67 28 32 180
c rel. Haufigkeit (%) 29,4% 37,2% 15,6% 17,8% 100,0%
2 verdachtig
» abs. Anzahl (n) 36 40 33 21 130
©
< rel. Haufigkeit (%) 27, 7% 30,8% 25,4% 16,2% 100,0%
g positiv
3 abs. Anzahl (n) 32 31 26 9 98

rel. Haufigkeit (%) 32,7% 31,6% 26,5% 9,2% | 100,0%
Gesamt
abs. Anzahl (n) 143 161 95 78 477
rel. Haufigkeit (%) 30,0% 33,8% 19,9% 16,4% 100,0%
p-Wert nach Chiquadrat- 0,086
Test

Tabelle 16: Einfluss des Tumorsubtyps auf die Wertigkeit der Uberstandszytologie
'sonstige maligne Tumore inkl. NSCLC-NOS und Carcinoma in situ

Anhand des p-Wertes von p=0,086 ist zu erkennen, dass kein signifikanter Unterschied in der
Diagnostik der Uberstandszytologie in Bezug auf die Tumorsubtypen besteht.

Es sind jedoch Unterschiede erkennbar. So haben bei einer ,negativen* Uberstandszytologie
nur 11,6% das Referenzergebnis ,SCLC", wéhrend bei einer ,positiven” Uberstandsdiagnose

26,5% das Referenzergebnis ,SCLC* aufweisen.
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Ein weiteres Augenmerk liegt auf dem Referenzergebnis bei den ,sonstigen malignen Tumo-
ren®, welche mit 23,6% ein ,negatives” und mit nur 9,2% ein ,positives Ergebnis* in der Uber-

standszytologie zeigen.

5.5.1.1.1 Einfluss des Tumorsubtyps am Beispiel des mikropapillaren Adenokarzinoms
Die mikropapillaren Adenokarzinome werden hier gesondert betrachtet. Mikropapillare Adeno-
karzinome wachsen in kleinen réschenférmigen Anordnungen ohne einen fibrovaskularen
Kern, was eine feste Anhaftung an die Alveolarwande oftmals verhindert [29]. Daher wird ge-
schaut, ob sich die Uberstandszytologie in besonderer Weise dazu eignet diesen Tumorsubtyp
zu diagnostizieren, da die Zellen der mikropapillaren Adenokarzinome durch die fehlende Fes-
tigkeit leichter vom Tumor in die Uberstandsfliissigkeit abschilfern konnten. Das Ergebnis der
Uberstandszytologie an HE-Farbungen wird dafiir mit dem Ergebnis der Histologie an HE-
Farbungen und entsprechenden Immunfarbungen verglichen, da sich in der Histologie ein

pradominantes Wachstumsmuster bestimmen l&sst.

Diagnose Adenokarzinom in der Histolo- | Gesamt
gie an HE-Farbungen und Immunf.
AC, ausgenommen mikropapillare
mikropapillare AC AC
- negativ
g abs. Anzahl (n) 21 1 22
S rel. Haufigkeit (%) 95,5% 45% | 100,0%
o]
if zweifelhaft
Wi abs. Anzahl 34 2 36
i rel. Haufigkeit (%) 94,4% 56% | 100,0%
IS
< verdéachtig
o abs. Anzahl (n) 31 3 34
% rel. Haufigkeit (%) 91,2% 8,8% | 100,0%
g positiv
= abs. Anzahl 31 1 32
rel. Haufigkeit (%) 96,9% 3,1% | 100,0%
Gesamt
abs. Anzahl 117 7 124
rel. Haufigkeit (%) 94,4% 5,6% | 100,0%
p-Wert nach exaktem Test 0,911
nach Fisher

Tabelle 17: Prifung der Wertigkeit der Uberstandszytologie bei mikropapillaren Adeno-
karzinomen
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Tabelle 17 stellt die mikropapillaren Adenokarzinome im Vergleich zu den anderen, stabiler
wachsenden Adenokarzinomen dar. Mit einem p-Wert von p=0,911 ist der vorliegende Unter-
schied nicht signifikant, somit besteht kein relevanter Unterschied in der Verteilung der Ergeb-
nisse betreffend die Wertigkeit der Uberstandszytologie in Bezug auf die mikropapillaren A-
denokarzinomen im Vergleich mit der histologischen Diagnose an der HE-Farbung.

Es lasst sich jedoch erkennen, dass von den mikropapillaren Adenokarzinomen in der Uber-
standsdiagnostik nur n=1 unerkannt bleibt. Somit ist n=1 Fall von insgesamt n=7 mikropapilla-
ren Adenokarzinomen in der Uberstandszytologie ,negativ¥, dies entspricht einem Anteil von
14,3% aller mikropapillaren Adenokarzinome. Von den n=117 anderen Subtypen der Adeno-

karzinome sind n=21 Falle (17,9%) in der Uberstandszytologie ,negativ*.
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5.5.1.1.2 Einfluss des Tumorsubtyps am Beispiel des SCLC

Auch der Tumorsubtyp SCLC soll gesondert betrachtet werden, da bei SCLC im Vergleich zu
anderen soliden malignen Tumoren eine geringere Haftung im Zellverband vorkommt. So las-
sen sich beim SCLC einige aufgeschichtete Zellenhaufen und aus aufgelésten Tumorzellver-
banden verstreute Tumorzellen erkennen. Durch die kurze Tumorverdoppelungszeit kommt
es beim SCLC auch vermehrt zu Nekrosen, die die Tumorstabilitat weiter herabsetzen [23,29].
Das Ergebnis der Uberstandszytologie an HE-Farbungen wird dafur mit dem Ergebnis der
Histologie an HE-Farbungen und entsprechenden Immunfarbungen als Vergleichswerte auf-
getragen (Tabelle 18). Carcinoma in situ werden in der Vergleichsgruppe ,alle anderen positi-

ven Diagnosen* als positiv mitgerechnet.

Diagnose in der Histologie an HE-Far- Gesamt
bungen und Immunf.
SCLC alle anderen positi-
ven Diaghosen

< hegativ
& abs. Anzahl (n) 8 61 69
_§ rel. Haufigkeit (%) 11,6% 88,4% | 100,0%
;f zweifelhaft
I:II__'J abs. Anzahl 24 110 134
S rel. Haufigkeit (%) 17,9% 82,1% | 100,0%
= verdachtig
g abs. Anzahl (n) 32 95 127
< rel. Haufigkeit (%) 25,2% 74,8% | 100,0%
g positiv
3 abs. Anzahl 26 72 98

rel. Haufigkeit (%) 26,5% 73,5% | 100,0%
Gesamt
abs. Anzahl 90 338 428
rel. Haufigkeit (%) 21,0% 79,0% | 100,0%
p-Wert nach exaktem Test 0,050
nach Fisher

Tabelle 18: Prifung der Wertigkeit der Uberstandszytologie bei SCLC
Zwei Falle konnten auf Grund nicht représentativen Materials nicht in den Vergleich mit einbe-
zogen werden.

Mit einem p-Wert von p=0,05 im exakten Test nach Fisher zeigt sich ein Wert genau auf dem
festgelegten Signifikanzniveau.

So erweist sich in der Uberstandszytologie bei den SCLC mit n=26 positiven von insgesamt
90 diagnostizierten SCLC in der Vergleichsgruppe Histologie eine positive Trefferquote von

28,9%. Die n=26 positiven Diagnosen setzen sich aus den zytologischen Diagnosen ,SCLC*,
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.Kleinzelliger Tumor® und einigen Praparaten mit der Diagnose ,sonstigen malignen Tumoren®

Zusammen.

Der Prozentsatz der in der Uberstandszytologie als positiv erkannten malignen Tumoren liegt

bei den anderen Subtypen nur bei 21,3% (n=72 von 338).

5.5.1.2 Einfluss auf den Vergleich der beiden Verfahren

Wie in Punkt 5.4 bereits ersichtlich ist, besteht ein signifikanter Unterschied zwischen der Uber-

standszytologie und der Histologie. Nun ist zu prifen, ob ein bestimmter Tumorsubtyp in einem

der beiden Verfahren besser zu erkennen ist.

Dabei werden in Tabelle 19 das beste positive Ergebnis, das mit Histologie, Uberstandszyto-

logie und Immunfarbungen des jeweiligen Falles oder weiteren Einsendungen bestimmt wer-

den kann, mit der Methode mit dem hdherwertigeren Ergebnis in der HE-Farbung verglichen.

nach Fisher

Referenzergebnis Gesamt
AC PEC SCLC Sonstige!

Uberstandszytologie
& hoherwertiger 40
2 abs. Anzahl (n) 16 13 5 6| 100,0%
§ rel. Haufigkeit (%) 40,0% 32,5% 12,5% 15,0%
H
LL Beide zeigen gleiche
W' Diagnose
£ abs. Anzahl (n) 34 31 28 14 107
g rel. Haufigkeit (%) 31,8% 29,0% 26,2% 13,1% | 100,0%
E Histologie héherwerti-
S ger
2 abs. Anzahl (n) 93 117 61 58 329
S rel. Haufigkeit (%) 28,3% 35,6% 18,5% 17,6% | 100,0%
<
'% Vergleich nicht még-
§., lich? 1 0 1 0 2
L abs. Anzahl (n) 50,0% 0,0% 50,0% 0,0% | 100,0%

rel. Haufigkeit (%)
Gesamt
abs. Anzahl (n) 144 161 95 78 478
rel. Haufigkeit (%) 30,1% 33,7% 19,9% 16,3% | 100,0%
p-Wert nach exaktem Test 0,325

Tabelle 19: Vergleich der beiden Verfahren in Bezug zum besten erreichten Ergebnis
'sonstige maligne Tumore inkl. NSCLC-NOS und Carcinoma in situ; 2bei einer der beiden Me-

thoden liegt kein reprasentatives Material vor

Bei der Kategorie ,Plattenepithelkarzinome® zeigt die Uberstandsdiagnostik in 32,5% ein ho-

herwertigeres Ergebnis als die Histologie und liegt somit nur 0,8% unter dem Erwartungswert.
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In der Kategorie ,Adenokarzinome*“ zeigt die Uberstandszytologie hingegen mit 40% ofter ein
hoherwertiges Ergebnis als die Histologie mit 28,3%. Dies zeigt, dass die Uberstandszytologie
in der Kategorie ,Adenokarzinome® haufiger ein besseres Ergebnis zeigt, als man laut Test
erwarten wirde.

Allerdings zeigt sich mit einem Signifikanzwert von p=0,325, dass sich an keiner der beiden

Methoden ein bestimmter Tumorsubtyp signifikant besser diagnostizieren lasst.

5.5.2 Einfluss des Gradings
5.5.2.1 Einfluss des Gradings auf die Uberstandszytologie

Um einschétzen zu kdnnen, ob der Differenzierungsgrad der Karzinome einen Einfluss auf die
Wertigkeit der Uberstandszytologie hat, wird geprift, ob die Uberstandszytologie abhangig
vom histologisch bestimmten Grading des Tumors eine spezifischere Diagnose erlaubt.

Bei der Auftragung der Gradinggruppen G1-G4 gegen die Ergebniskategorien ,negativ®, ,zwei-
felhaft“, ,verdachtig” und ,positiv‘ der Uberstandszytologie zeigte sich nach dem exakten Test
nach Fischer mit einem p-Wert von 0,356 kein signifikanter Unterschied.

Da die Gradingstufe G4 groR3tenteils aus SCLC besteht (h=90 und n=4 sonstige maligne Tu-
moren) kann es lohnend sein, den Einfluss des Gradings auf die Ubrigen Félle, vor allem
NSCLC, unter Aussparung der Gruppe G4 zu betrachten (Tabelle 20).

Grading Gesamt
Gl G2 G3

< hegativ
o, abs. Anzahl (n) 2 13 35 50
_§ rel. Haufigkeit (%) 4,0% 26,0% 70,0% 100,0%
E zweifelhaft
LjI:IJ abs. Anzahl (n) 1 24 73 98
< rel. Haufigkeit (%) 1,0% 24,5% 74,5% 100,0%
< verdachtig
g abs. Anzahl (n) 1 18 63 82
< rel. Haufigkeit (%) 1,2% 22,0% 76,8% 100,0%
g positiv
8  abs. Anzahl (n) 1 15 49 65

rel. Haufigkeit (%) 1,5% 23,1% 75,4% 100,0%
Gesamt
abs. Anzahl (n) 5 70 220 295
rel. Haufigkeit (%) 1,7% 23,7% 74,6% 100,0%
p-Wert nach exaktem Test nach Fisher 0,897

Tabelle 20: Einfluss des Gradings auf die Wertigkeit der Uberstandszytologie
69



Ergebnisse

Auch bei der Auftragung der Gradinggruppen G1-G3 gegen die Ergebniskategorien der Uber-
standszytologie zeigt sich mit einem p-Wert von 0,897 kein signifikanter Unterschied in Bezug

auf den Einflussfaktor Grading.

5.5.2.2 Einfluss des Gradings auf den Vergleich der beiden Verfahren
Auch hier soll eine Prifung in Hinsicht auf eventuelle Vorteile einer der beiden Methoden er-
folgen. Dies ist in Tabelle 21 dargestellt.

Grading Ge-
Gl G2 G3 G4 | Samt
. Uberstandszytologie hdher-
I:-IEJ wertiger
= abs. Anzahl (n) 0 0 2 1 3
S rel. Haufigkeit (%) 0,0% 0,0% | 66,7% 33,3% | 100,0%
-CEU G Beide zeigen gleiche Diag-
s £ nose
>3 abs. Anzahl (n) 1 17 49 28 95
IS rel. Haufigkeit (%) 11% | 17,9% | 51,6% | 29,5% | 100,0%
f> Histologie héherwertiger
= abs. Anzahl (n)
S rel. Haufigkeit (%) 4 53 169 65 291

1,4% | 182% | 58,1% | 22,3% | 100,0%

Gesamt

abs. Anzahl (n) 5 70 220 94 389
rel. Haufigkeit (%) 1,3% 18,0% | 56,6% | 24,2% | 100,0%
p-Wert nach exaktem Test nach Fis- 0,734
her

Tabelle 21: Vergleich der beiden Verfahren im Bezug zum Grading

Mit einem p-Wert von p=0,734 wird deutlich, dass auch das Grading keinen Einfluss darauf

hat, welches der beiden Verfahren die sensitivere Methode ist.
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5.5.3 Einfluss der Entnahmelokalisation

5.5.3.1 Einfluss der Entnahmelokalisation auf die Uberstandszytologie

Um aufzuzeigen, welchen Einfluss die Lokalisation auf Wertigkeit der Uberstandsdiagnostik
hat, werden in den exakten Tests nach Fisher alle Proben eingebunden, bei denen man die
genaue Lokalisation bestimmen kann. Dies wird im Anhang in Punkt 12.2.3 tabellarisch dar-
gestellt.

Durch p-Werte von p=0,099/0,054/0,737 wird deutlich, dass die Entnahmelokalisation keinen
signifikanten Einfluss auf die Wertigkeit der zytologischen Uberstandsdiagnostik hat. Dabei
haben weder die Lungenseite noch die einzelnen Lungenlappen einen signifikanten Einfluss

auf die Ergebnisse der Uberstandszytologie.

5.5.3.2 Einfluss der Entnahmelokalisation auf den Vergleich der beiden Verfah-
ren

Analog zu den anderen Einflussfaktoren folgt eine Analyse, ob eines der beiden Verfahren
Vorteile bei einer bestimmten Lokalisation birgt.

Bei der Priifung, ob eine bestimmte Entnahmelokalisation in einem der beiden Verfahren einen
Vorteil birgt, wird durch die p-Werte von p>0,1 (p= 0,105/0,694/0,679) deutlich, dass keine
Lokalisation einen deutlichen Benefit hat. Eine ausfuhrliche Aufstellung findet sich im Anhang
(Punkt 12.2.4).
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5.6 Auswertung der auffalligen Uberstandszytologie

Wie in Punkt 5.2.5 bereits dargestellt, zeigen sich einige Uberstandspraparate als ,auffallig”
und in Anbetracht weiterer Proben und der Histologie kénnen diese Auffalligkeiten in einigen
Fallen auf einen malignen Tumor hinweisen, wahrend andere falschlicherweise auffallig wa-
ren.

Jetzt ist zu prifen, ob eine héhergradige Auffalligkeit, also ,verdachtig®, deutlicher auf einen

Tumor hinweist als eine niedriggradigere Auffalligkeit, wie ,zweifelhaft®.

Kann die Aufféalligkeit bestatigt wer- | Gesamt
den?
Tumor Tumor Tumor Tumor
wider- besta- an glei- | an an-
legt! tigt? cher derer
Lokali- | Lokali-
sation® | sation*
S zweifelhaft
& 2 abs. Anzahl (n) 54 133 46 30 263
§ _E rel. Haufigkeit (%) 20,5% 50,6% 17,5% 11,4% | 100,0%
T @
© I verdachtig
§ T abs. Anzahl (n) 3 127 2 1 133
S relative Haufigkeit (%) 2,3% 95,5% 1,5% 0,8% | 100,0%
Gesamt
abs. Anzahl (n) 57 260 48 31 396
rel. Haufigkeit (%) 14,4% 65,7% 12,1% 7,8% | 100,0%
p-Wert nach exaktem Test nach <0,001
Fisher

Tabelle 22: Auswertung der auffalligen Uberstandszytologie in Bezug auf andere Pro-
ben

Tumorverdacht durch Immunfarbungen widerlegt/in weiteren Einsendungen auch kein malig-
ner Tumor; “Tumorverdacht durch Histologie/Immunfarbungen bestéatigt; *maligner Tumor in
anderer Einsendung an gleicher Lokalisation; “maligner Tumor in anderer Einsendung in an-
derer Lokalisationsgruppe

Mit einem p-Wert von p<0,001 wird in Tabelle 22 deutlich, dass zwischen den unterschiedli-
chen Auffélligkeitsgraden und der Diagnostik eines malignen Tumors ein signifikanter Unter-
schied vorliegt.

So werden ,zweifelhafte Befunde® mit 20,5% haufiger durch die Histologie oder Immunfarbun-
gen widerlegt als ,verdachtige Befunde® mit 2,3%. Daflur werden die ,verdachtigen Befunde®
haufiger durch die Histologie oder Immunfarbungen bestatigt, als dies bei den ,zweifelhaften

Befunden® der Fall ist.

72



Ergebnisse

Weitere Abweichungen der erwarteten Werte finden sich bei der Kategorie ,zweifelhaft®, bei
der mit 17,5% haufiger ein maligner Tumor an der gleichen Stelle gefunden werden konnte als

in der Kategorie ,verdachtig“ mit 1,5%.
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5.7 Vergleich Histogelblock-Paraffinblock am Beispiel von

BRAS
5.7.1 Probenkollektiv

In diesem Punkt wurden insgesamt je 200 BRAS-Praparate der Aufarbeitungsmethode als
Paraffinblocke und als zytologische Histogelblocke verglichen. Dabei wurde als Referenzme-
thode ebenfalls der Goldstandard einer entsprechenden histologischen Probe mit passenden
Immunfarbungen angewandt. Es wurden nur Falle verwendet, die in der Histologie eine posi-
tive Diagnose gezeigt haben.

Um eine gute Vergleichbarkeit zu erlangen, wurden pro Versuchsgruppe Falle ausgesucht, die
in der Histologie und deren Immunfarbungen je 80 Adenokarzinome, 80 Plattenepithelkarzi-
nome und 40 SCLC zeigten. Es wurden dabei in jeder Tumorart zuféllig Paare aus je einem
Ergebnis mit und ohne Histogelblock gebildet.

Ziel dieses Vergleichs war eine Abwéagung, ob eine Aufarbeitung als Paraffinblock oder als
zytologischer Histogelblock des BRAS-Materials eine bessere Diagnosestellung erlaubt und

diese Methode dann auch in der Uberstandsdiagnostik angewandt werden kann.

5.7.2 Diagnosestellung im Vergleich Paraffinblock versus zytologi-

scher Histogelblock

Verlgeich der Diagnosen zwischen den Verfahren des Paraffinblocks und des zytologischen Histogelblocks

120

100
W Paraffinblack
M Histogelblack

80

Anzahl

60

40

20

zweifelhaft

verdachtig/positiv
nicht reprasentativ

Diagnosen anhand der Paraffinblécke und der zytologischen Histogelblécke

Abbildung 39: Haufigkeitsverteilung der Diagnosen an BRAS-Praparaten der beiden
zytologischen Verfahren Paraffinblock und zytologischer Histogelblock
Das Diagramm zeigt die Ergebnisse, die durch die HE-Farbungen an BRAS-Praparaten mit
der Methode des Paraffinblocks und des zytologischen Histogelblocks gestellt werden konn-
ten. Es wurden je n=200 Préparate betrachtet.
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In Abbildung 39 zeigt sich, dass die groflite Gruppe bei beiden Verfahren die Gruppe ,negativ"

darstellt. Die zweitgroRte Gruppe ist die Gruppe ,verdachtig/positiv®, die deutliche Hinweise

auf einen malignen Tumor gibt, bzw. die Diagnosestellung erlaubt. So konnten mit der Methode

des Paraffinblocks insgesamt in n=72 Fallen und mit der Methode des zytologischen Histogel-

blocks in n=54 Falle eine verdachtige oder positive Tumordiagnose gestellt werden.

Histologie mit Immunf. Gesamt
AC (n=80) PEC (n=80) | SCLC (n=40)
negativ
Histogelblock 46 (23,0%) 40 (20%) 27 (13,5%) | 113 (56,5%)
Paraffinblock 36 (18,0%) 32 (16%) 18 (9,0%) 86 (43,0%)
zweifelhaft
Histogelblock 14 (7,0%) 11 (5,5%) 7 (3,5%) 32 (16,0%)
Paraffinblock 8 (4,0%) 9 (4,5%) 8 (4,0%) 25 (12,5%)
verdachtig
Histogelblock 8 (4,0%) 3 (1,5%) 3 (1,5%) 14 (7,0%)
Paraffinblock 11 (5,5%) 4 (2,0%) 3 (1,5%) 18 (9,0%)
c
s NSCLC
c
2 Histogelblock 8 (4,0%) 18 (9,0%) 0 (0,0%) 26 (13,0%)
i_f Paraffinblock 16 (8,0%) 21 (10,5%) 1 (0,5%) 38 (19,0%)
L
T AC
(cf,d Histogelblock 4 (2,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 4 (2,0%)
<
% Paraffinblock 4 (2,0%) 1 (0,5%) 0 (0,0%) 5 (2,5%)
PEC
Histogelblock 0 (0,0%) 8 (4,0%) 0 (0,0%) 8 (4,0%)
Paraffinblock 0 (0,0%) 5 (2,5%) 0 (0,0%) 5 (2,5%)
SCLC
Histogelblock 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (1,0%) 2 (1,0%)
Paraffinblock 0 (0,0%) 0 (0,0%) 6 (3,0%) 6 (3,0%)
nicht reprasentativ
Histogelblock 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (0,5%) 1 (0,5%)
Paraffinblock 5 (2,5%) 8 (4,0%) 4 (2,0%) 17 (8,5%)
Gesamt (jeweils) 80 (40,0%) 80 (40,0%) 40 (20,0%) | 200 (100,0%)

Tabelle 23: Haufigkeitsverteilung der Diagnosen der BRAS-Préaparate an HE-Farbungen

im Vergleich zur Histologie
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In der obigen Tabelle (Tabelle 23) zeigt sich, dass sich mit den Praparaten aus den Paraffin-
blécken insgesamt n=54 (27,0%) positive Diaghosen stellen lassen, wahrend es bei den Pra-
paraten aus den Histogelblocken nur n=40 (20,0%) sind. Dies entspricht 7,0% mehr positiven
Diagnosen. Auch verdéachtige Fallen zeigen sich haufiger im Paraffinblockpraparat als im Pra-
parat, welches mit Histogel angefertigt wurde.

Jedoch zeigen die Praparate aus den Paraffinbldcken mit n=17 (8,5%) deutlich 6fter nicht re-
prasentative Falle als die Histogelpraparate mit nur n=1 (0,5%) Fall, was einem Unterschied
von 8,0% entspricht.

Durch das Vorhandensein von Verhornungen kénnen Plattenepithelkarzinome in beiden zyto-
logischen Verfahren haufiger direkt als solche klassifiziert werden, wahrend bei Adenokarzi-
nomen und unverhornten Plattenepithelkarzinom eine Differenzierung am HE-Praparat an-
hand der Zellmorphologie und Kern- oder Chromatinatypien in den zytologischen Methoden
erschwert ist. Hier wird haufiger nur die Diagnose eines NSCLC-NOS gestellt.
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5.7.2.1 Korrelation der beiden Verfahren

86
54,7%  20,9% 3,5% 9,3% 1,2% | 100,0%

16 3 1 5 0 25
64,0% | 12,0% 4,0% | 20,0% 0,0% | 100,0%

10 2 1 5 0 18
55,6% 11,1% | 5,65% | 27,8% 0,0% | 100,0%

29 6 3 16 0 54
53,7%  11,1% 56% | 29,6% 0,0% | 100,0%

11 3 1 2 0 17
64,7% | 17,6% 59%  11,8% 0,0% | 100,0%

113 32 14 40 1 200
56,5%  16,0% 7,0% 20,0% 0,5% | 100,0%

0,811

Tabelle 24: Korrelation zwischen den Verfahren des Histogelblocks und des Paraffin-
blocks

Mit einem p-Wert von p=0,811 zeigt sich in Tabelle 24, dass kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Methoden besteht und somit keines der Verfahren einen relevanten Vor-
teil gegentiber dem anderen Verfahren vorweist.
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6 Diskussion

6.1 Patientenkollektiv

Diese Arbeit umfasst Proben von 564 Patienten, davon waren 37,4% (n=211) Frauen und
62,6% (n=353) Manner. Betrachtet man die Falle, in denen definitiv ein maligner Lungentumor
oder Carcinoma in situ diagnostiziert werden konnte - entsprechend n=430 Félle - ergibt sich
eine Verteilung von 36,7% (n=158) maligner Tumordiagnosen fur Frauen und 63,3% (n=272)
fur Manner.

Zahlen des Robert-Koch-Instituts aus dem Jahr 2013 zeigten eine Neuerkrankung an malignen
Lungentumoren von 18 810 Frauen und 34 500 Mannern auf [41]. Dies entspricht einem Anteil
von 35,3% aller Neuerkrankten bei Frauen und 64,7% bei Mannern.

Bei dem dieser Arbeit zugrunde liegenden Kollektiv handelt es sich somit, unter dem Aspekt
der Geschlechterverteilung im Vergleich zu bereits vorliegenden Daten, um eine reprasenta-

tive Kohorte.

Mit einem durchschnittlichen Alter von 64,3 Jahren bei Frauen zu 65,9 Jahren bei Mannern
liegt das Alter bei Biopsieentnahme im Vergleich zu den Daten des Robert-Koch-Instituts
(2016) etwas niedriger. So wurde in deren Bericht zum Krebsgeschehen ein mittleres Erkran-
kungsalter von 68,3 Jahren fur Frauen und 69,3 Jahren fur Manner beschrieben [41].

Die unterschiedlichen Zahlen hinsichtlich des Erkrankungsalters kdnnen mit dem Krankengut
des hiesigen Universitatsklinikums zusammenhé&ngen und/oder durch die Einbeziehung von
klinischen Verdachtsféllen einer malignen Lungentumorerkrankung bedingt sein, die sich nicht
in allen Fallen bestatigen liel3.

Die Tendenz, dass untersuchte Frauen des vorliegenden Patientenkollektivs im Mittel etwas

junger als untersuchte Manner sind, zeigt sich aber auch in den hier vorliegenden Daten.
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6.2 Methodenvergleich
6.2.1 Bearbeitung der Uberstandszytologie

Die Aufarbeitung der Uberstandsfliissigkeit im Institut fir Pathologie des UKS orientiert sich
an der Verarbeitung anderer, bereits etablierten zytologischen Lungenproben wie BAL oder
BRAS. Da man bei diesen Probenarten mit der in Punkt 4.2.2 beschriebenen Farbemethoden
gute Erfahrungen gesammelt hat, werden die Uberstande der Biopsien und auch die BRAS-
Préaparate analog mit den gleichen Schemata bearbeitet, was bei einer guten Probenqualitat
und -menge auch zu einem reprasentativen und gut differenzierbaren Zellbild fuhrt. Auch
S. Schroder und T. Gunther bereiteten inre Uberstandspréaparate fur die Soordiagnostik in ahn-
licher Weise auf und konnten dadurch in n=89 von n=150 Fallen in der Uberstandsdiagnostik

wesentlich haufiger ein positives Ergebnis erzielen als in der herkdmmlichen Praparation [45].

6.2.2 Vergleich der Einteilung in Kategorien
6.2.2.1 Befundkategorien

Die zytopathologischen Befunde werden im Institut fir Pathologie des UKS in fiinf Stufen ein-
geteilt, die zur besseren Vergleichbarkeit fir diese Arbeit auf die histologischen Befunde tber-
tragen wurden.

Die Einteilung in die Kategorien ,negativ; ,zweifelhaft®; ,verdachtig®; ,positiv‘ und ,nicht repra-
sentativ” ist in wissenschaftlichen Arbeiten der Zytopathologie etabliert. So teilte S. Osche in
seiner Dissertation Uber die Lungenzytologie bei der Malignomsuche in folgende Gruppen ein:
,fur einen Tumor nicht diagnoseweisend (keine Tumorzellen)®; ,unklares Zellbild*; ,Verdacht
auf Tumorzellen®; ,mit malignen Tumorzellen (sicher positiv)“ und ,unzureichendes Material*
[34]. Des Weiteren lag auch der Dissertation von |. Born Uber die zytologischen Lungenkarzi-
nomdiagnostik eine funfstufige Einteilung zu Grunde: ,negativ®; ,zweifelhaft’; ,dringend ver-
dachtig®; ,positiv* und ,unzureichend® [11]. Auch international werden entsprechende Katego-
rien zur Einteilung zytologischer Proben diskutiert. So beschéftigte sich auch das 42. Treffen
des European Congress of Cytology in Malmé 2019 mit diesem Thema und priften dabei eine
6-stufige Einteilung der zytologischen Praparate in ,nicht diagnostisch verwertbar”, ,negativ,
»atypisch®, ,neoplastisch - benigne oder low-grade Neoplasie®, ,verdachtig“ und ,positiv fur
Malignitat” [15].

K. Hiroshima und Mitarbeiter befassten sich ebenfalls mit diesem Thema. Sie priften dabei
eine drei-, vier- und funfstufige Kategorisierung und kamen zu der Empfehlung eine vierstufige
Einteilung mit den Kategorien ,keine Malignitat®, ,atypische Zellen®, ,verdachtig auf Malignitat"

und ,maligne Zellen“ zu nutzen [24].
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6.2.2.1.1 Nicht reprasentative Praparate

S. Osche beschrieb in seiner Dissertation einen Anteil von ca. 1% der Proben als ,unzu-
reichend fur eine Diagnose hinsichtlich des enthaltenen Zellmaterials® [34]. In der vorliegenden
Arbeit wird von den 564 zytologischen Proben nur n=1 (je ca. 0,2%) Probe aufgrund der Quan-

titdt und Qualitat des Zellmaterial als ,hicht repréasentativ® beschrieben.

6.2.2.2 Lokalisation

Ahnlich wie in der Literatur (wie z. B. bei Bubendorf et al. [14]) erfolgte die zytopathologische
Auswertung unter Beriicksichtigung zentraler sowie peripherer Entnahmestellen. Bereits aus
der konventionellen Zytopathologie ist bekannt, dass in zentralen Bereichen eine hohere Tref-
ferquote erreicht werden kann, als bei peripherer Tumormanifestation. So konnte Bubendorf
et al. bei zentralen Blrstenabstrichen eine Sensitivitdt von 70% und in peripheren Lokalisatio-
nen je nach untersuchtem Lungenlappen eine Sensitivitat von 35-60% feststellen [14].

Unter Anwendung der Uberstandszytologie konnten sowohl in zentralen als auch in peripheren
Bereichen bei jeweils ca. 40% der Félle eine positive oder verdachtige zytopathologische Di-

agnose gestellt werden.

6.2.2.3 Grading
Das Grading der haufigsten Karzinome der Lunge wird nach internationalen Konventionen un-
terschiedlich fur pulmonale Adenokarzinome und pulmonale Plattenepithelkarzinome vorge-

nommen.

Die Adenokarzinome werden jeweils, auch in den WHO-Klassifikationen, nach dem pradomi-
nanten Wachstumsmuster bewertet und auf Basis der Histologie den Gradingstufen G1 bis G4

zugeordnet [7,8,29,48,50]. Die so ermittelten Gradingstufen sind prognoserelevant [8,29].

Zur Einteilung der Plattenepithelkarzinome wurde ein klassisches dreistufiges System verwen-
det, welches sich im Wesentlichen an den zytopathologischen Parametern ,,Grad der Verhor-

nung“ und dem ,Vorhandensein von Interzellularbriicken® orientiert [7,19].

Das histologische Grading der Plattenepithelkarzinome wurde in den letzten Jahren von W.
Weichert et al. und K. Kadota et al. detailliert und prognoseorientiert untersucht, dabei stellten
sich die Faktoren Tumornestgrofie, Einzelzellinvasion und das sogenannte ,budding® als wich-
tige neue prognostische Parameter heraus. Hierfir gibt es allerdings noch kein festgelegtes

Korrelat, das fir zytopathologische Proben angewandt werden kann [26,53]
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Kleinzellige Bronchialkarzinome werden aufgrund ihres schlecht differenzierten Wachstums-
musters und der schnellen Tumorverdoppelungszeit als high-grade Tumore bezeichnet. Sie
werden deshalb direkt der Gradingstufe ,G4“ zugeordnet [7,23]. Diese Zuteilung zum Grading
,G4“ der SCLC wurde auch in der vorliegenden Arbeit angewandt.
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6.3 Klinische und morphologische Standardparameter

6.3.1 Verteilung der Tumorarten auf Manner und Frauen

Im Gesamtkollektiv aller positiven histo- und zytopathologischen Félle (n=430) machen Adeno-
karzinome einen Anteil von 29,3%, Plattenepithelkarzinome einen Anteil von 34,4% und SCLC
einen Anteil von 20,9% aus. Die ubrigen 15,4% ergeben sich aus Carcinoma in situ, NSCLC-
NOS und sonstigen malignen Tumoren.

Bei den Frauen gehoéren 32,2% zu den Adenokarzinomen, 22,8% zu den Plattenepithelkarzi-
nomen und 24,1% zu den SCLC. Bei den M&nnern hingegen zeigen die Adenokarzinome ei-
nen Anteil von 27,6%, die Plattenepithelkarzinom einen Anteil von 41,2% und die SCLC einen
Anteil von 19,1%. Die Ubrigen malignen Tumore, entsprechend 20,9% bei Frauen und 12,1%
bei Mannern, fallen in die Gruppe der sonstigen malignen Tumore, die nicht den drei Gruppen
zugeordnet werden kdnnen.

Zusammenfassende Literaturberichte geben die Inzidenz der Subtypen wesentlich ungenauer
an und berichten Uber einen Anteil von 10-30% von Plattenepithelkarzinomen bei Frauen und
30-50% bei Mannern [3,25]. Bei Adenokarzinomen zeigt sich eine Verteilung von ca. 18-60%
bei Frauen und mit ca. 14-27% geringere Werte bei Mannern [3,25,43].

Auch die SCLC weisen eine unterschiedliche Verteilung in Bezug auf die Geschlechter auf. So

kommen sie mit einem Anteil von 17-34% bei Frauen und 12-20% bei Mannern vor [3,25].

6.3.2 Verteilung der einzelnen Tumorarten auf ihre Lokalisation

Der bevorzugte Wachstumsort von Adenokarzinomen ist die Lungenperipherie [29], was sich
in der Auswertung dieser Arbeit ebenfalls zeigt (Tabelle 25).

n=105 (35,0%) der in der Lungenperipherie diagnostizierten Tumoren (n=300) waren Adeno-
karzinome. Dies stimmt gut mit den Angaben von W. Bdcker et al. (iberein, welche eine Hau-

figkeit von 30-40% fur periphere Adenokarzinome beschrieben [6].

In zentraleren Bereichen werden bevorzugt Plattenepithelkarzinome und kleinzellige Karzi-
nome, welche laut W. Bocker et al. zusammen 60-70% aller zentral wachsenden malignen
Tumore ausmachen, nachgewiesen [6]. Die hier ermittelten Zahlen zeigen einen Anteil von
44,8% (n=56) fur Plattenepithelkarzinome und 26,4% (n=33) flur kleinzellige Karzinome der

zentral liegenden malignen Tumore, was zusammen einen Anteil von 71,2% ergibt.
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Lokalisation Bestes erreichtes positives Ergebnis aus Uber- | Gesamt

standszytologie, Histologie und Immunfarbungen

AC PEC SCLC Sonstige?

peripher
abs. Anzahl (n) 105 89 57 49 300
rel. Haufigkeit (%) 35,0% 29,7% 19,0% 16,3% 100,0%
zentral
abs. Anzahl (n) 20 56 33 16 125
rel. Haufigkeit (%) 16,0% 44,8% 26,4% 12,8% | 100,0%

Tabelle 25: Verteilung der Tumorsubtypen in den zentralen und peripheren Lungenbe-
reich
Insgesamt konnten n=430 positive Diagnosen gestellt werden, bei n=5 positiven Proben
konnte die Lokalisation nicht genau bestimmt werden, weshalb sie hier nicht aufgefthrt wer-
den.

! sonstige maligne Tumore inkl. NSCLC-NOS und Carcinoma in situ

Auch in Bezug auf die Verteilung der Probeentnahmen auf die einzelnen Lungenlappen finden
sich in anderen Arbeiten vergleichbare Werte. Fir den folgenden Vergleich werden nur die in
den Lappen liegenden malignen Tumore herangezogen.

Die retrospektive Arbeit von V. Boosarngsuk et al., die Falle von Patienten mit unklaren Raum-
forderungen im Rdntgenbild untersuchten, gab fir den linken Lungenoberlappen eine relative
Haufigkeit von 23,2% an, wahrend in der vorliegenden Arbeit 25,0% dieser Lokalisation ent-
stammten. Aus dem linken Lungenunterlappen wurden in der vorliegenden Arbeit mit 19,8%
haufiger Proben entnommen (V. Boosarngsuk et al. 13,8%). Auch im rechten Mittellappen
wurden laut Daten der vorliegenden Arbeit mit einer relativen Haufigkeit von 9,0%, 2,6% mehr
Proben entnommen als in der oben genannten Arbeit. Beim rechten Ober-, bzw. Unterlappen
hingegen wurden bei V. Boosarngsuk et al. mit 37,7%, bzw. 19,3% um 8,4% bzw. 2% mehr

Proben entnommen [10].
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6.4 Einflussfaktoren auf die Uberstandszytologie

In der vorliegenden Arbeit wird die Histologie als direkte Bezugs- und Vergleichsgrol3e heran-
gezogen. Sie ist als Goldstandard der zytopathologischen Diagnostik maligner Lungentumo-
ren etabliert und wurde z. B. zur vergleichenden Diagnostik von Sputumproben, Bronchialwa-

schen, Blrstenabstichen, Feinnadelaspirationen und BAL genutzt [5,17,46].

6.4.1 Abhangigkeit von der histologischen Probeentnahme

Die Uberstandszytologie hangt direkt mit der Biopsieentnahme zusammen, da sich der Mate-
rialursprung in beiden Féllen auf eine Probenlokalisation zurlckfuhren lasst. Aufgrund dieses
Zusammenhangs muss bedacht werden, dass ohne eine Biopsieentnahme auch keine zytolo-
gische Uberstandsdiagnostik moglich ist. Daher eignet sich die Uberstandsdiagnostik nicht zur
alleinigen Durchfiihrung und Diagnostik. Des Weiteren unterliegt die Uberstandsdiagnostik
den gleichen Begrenzungen und Einschrankungen, die bei der histologischen Probeentnahme
mit dem Bronchoskop entstehen. Dies beinhaltet z. B., dass auf Grund des Durchmessers des
Bronchoskopieschlauchs nur Bronchien bis zur 3.-5. Aufzweigung betrachtet und Proben ent-
nommen werden kénnen [51]. Auch die Erfahrung des Untersuchers spielt bei der broncho-
skopisch histologischen Probengewinnung eine Rolle [51].

Allerdings erhalt man durch die Uberstandsdiagnostik eine weitere Moglichkeit, eine Lasion/ei-
nen Tumor zu diagnostizieren, ohne eine zuséatzliche Malinahme am Patienten durchflhren
zu mussen. Diagnostische Zusatzinformationen kdnnen gewonnen werden, ohne zuséatzliche

Risiken fUr den Patienten mit sich zu bringen.

6.4.2 Einfluss der Tumorsubtypen

Die Uberstandszytologie zeigte bei keinem der bei uns untersuchten Tumorsubtypen einen
statistisch eindeutigen Benefit (p=0,086). Jedoch zeigt sich die Tendenz, dass die zytologische
Uberstandsdiagnostik in geringem Mafe bei den Adenokarzinomen mehr positive Tumordiag-
nosen ermdglichte. In héherem und signifikantem Ausmaf konnten im Vergleich von SCLC
versus alle anderen positiven Diagnosen durch die Uberstandsdiagnostik die Diagnose SCLC
gestellt werden (p=0,05).

Sucht man nun Parallelen in anderen Arbeiten, so betrachteten S. Okachi et al. die Einfluss-
faktoren, die auf das Ergebnis einer EBUS-GS gesteuerten Biopsieentnahme einwirken. Hier-
bei war es besonders wichtig, dass eine Biopsieentnahme in der Mitte der entsprechenden
Lasion erfolgen konnte. Insignifikant war die Lokalisation in der Lunge, die Anzahl der Biop-
sieentnahmen und der histologische Subtyp [33].

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von S. Okachi et al. in Bezug auf den Einfluss der Tu-

morsubtypen konnten L. DiBonito et al. ein anderes Ergebnis aufweisen. Am Autopsiematerial
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konnte die Arbeitsgruppe um L. DiBonito zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen dem Tu-
morsubtyp und der Treffsicherheit der zytologischen Untersuchungen (BRAS) besteht. Fur
SCLC wiesen sie eine 100% Treffsicherheit nach, wahrend diese bei Plattenepithelkarzinomen
nur bei 90% und bei Adenokarzinom nur bei 70% lag [20].

Auch L. Bubendorf et al. publizierten dhnliche Ergebnisse fur die Diagnosestellung verschie-
dener zytologischer Methoden in Bezug auf die Tumortypisierung. So beschreiben sie mit ca.
90% ebenfalls eine hohe Rate an korrekten Zuordnungen der SCLC und der verhornenden
Plattenepithelkarzinome. Die weiteren malignen Tumorsubtypen konnten nur zu ca. 70% kor-
rekt einem Tumorsubtyp zugeordnet werden [14].

Dies entspricht der Tendenz, die sich auch in dieser Arbeit erkennen lasst. So zeigte sich,
dass allein durch die Uberstandszytologie 28,9% der SCLC diagnostiziert werden konnten. Im
Vergleich dazu konnten bei allen anderen Tumortypen nur 21,3% positive Diagnosen gestellt
werden.

Die bessere Erkennbarkeit der SCLC liegt dabei vermutlich an der hohen Zellularitat, geringe-
ren Kohasivitat und dem relativ spérlichen fibrovaskularen Stroma.

6.4.3 Einfluss des Gradings

Das Grading wurde fir diese Arbeit an den histologischen Préaparaten mit den in Punkt
4.2.4.3.3 beschriebenen Kriterien erhoben. Anschliel3end wurde betrachtet, ob das Grading
einen Einfluss auf die diagnostische Treffsicherheit der Uberstandsdiagnostik oder den Ver-
gleich der beiden Verfahren hat. Dabei wurden alle Proben in die Stufen G1-G4 eingeteilt.
Dabei zeigte sich in der Betrachtung der Gradinggruppen G1-G4 in Bezug auf die Ergebnisse
der Uberstandszytologie mit einem p-Wert von 0,356 kein signifikanter Unterschied.
AnschlieRend wurden die Gradinggruppen G1-G3 unter Ausschluss von G4 gepriift, da die
Gruppe G4 vor allem aus SCLC besteht. So konnten mit den Gruppen G1-G3 gezielt die
NSCLC, Uberwiegend bestehend aus Adeno- und Plattenepithelkarzinomen, betrachtet wer-
den. Es zeigte sich mit einem p-Wert von 0,897 ebenfalls kein signifikanter Unterschied.

Mit p=0,734 zeigte sich auch in dem Vergleich der beiden Verfahren, dass kein signifikanter
Einfluss besteht.

Dies zeigt, dass die Methode der Uberstandszytologie, unabhéngig vom Differenzierungsgrad
des Tumors, gleichwertige Ergebnisse erbringt und somit fur alle Gradingstufen, unabhéngig
vom Tumortyp (v.a. NSCLC (G1-G3) versus v.a. SCLC (G4)) zur Diagnostik geeignet ist.
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6.5 Vergleich Uberstandsdiagnostik mit Histologie

Zusammenfassende Darstellung der Uberstandszytologie und Histologie an HE-Firbungen
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Abbildung 40: Zusammenfassende Darstellung der zytologischen Uberstandsdiagnos-
tik und Histologie an HE-Farbungen

Sonstige maligne Tumore enthalt Carcinoma in situ, NSCLC, kleinzellige Tumore, seltene ma-
ligne Tumore, Metastasen

Wie Abbildung 40 verdeutlicht wurden in der Uberstandszytologie n=98 positive Diagnosen
inkl. Carcinoma in situ gestellt. In der Histologie konnten dagegen n=416 gestellt werden. Zwei-
felhafte und verdachtige Befunde wurden in n=263, bzw. n=133 Fallen in der Uberstandszyto-
logie und in n=6, bzw. n=15 in der Histologie ermittelt.

In n=1 (1,0%) der 98 positiven Uberstandsbefunde kann in der Histologie keinerlei Hinweise
auf einen malignen Tumor gefunden werden. Die Tumordiagnose wird in diesem Fall nur an-
hand der Uberstandszytologie und deren Immunfarbung gestellt. Die zusétzliche Aufarbeitung
der Uberstandsdiagnostik ermdglicht so die Diagnose eines malignen Tumors ohne eine wei-
tere diagnostische MalRnahme. Ohne die Ergebnisse der Uberstandszytologie hatte der Pati-
ent eine falsch negative Diagnose erhalten oder hatte bei weiterhin bestehendem Tumaorver-
dacht erneut einer Bronchoskopie oder invasiveren Untersuchungen zugefiihrt werden mus-

sen.

Die Uberstandszytologie zeigt jedoch wesentlich mehr ,zweifelhaft‘ und ,verdachtige“ Befunde
als die Histologie. In Punkt 5.2.5 wird gezeigt, dass in n=308 Fallen diese ,zweifelhaften® und

.verdachtigen“ Befunde wahrscheinlich wirklich auf einen Tumor hinweisen. Davon zeigt in
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n=260 Fallen die Histologie mit eventuellen Immunféarbungen ein positives Ergebnis. In n=6
Fallen zeigt die Histologie an HE-Farbungen ebenfalls einen auffalligen Befund, wahrend sie
in n=39 Fallen ,negativ‘ war. Bei diesen n=39 Féllen lasst sich durch die Uberstandszytologie
ein maligner Tumorverdacht begriinden und durch weitere Einsendungen mit Proben der glei-
chen Lokalisation bestétigen, wahrend die Histologie keinerlei Hinweise auf eine maligne Tu-
morerkrankung gibt.

Die Tatsache, dass in n=39 (6,9%) von 564 Fallen bei unauffalliger Histologie die Uber-
standszytologie auf einen Tumor hinweist, verdeutlicht, dass die Betrachtung der Uber-
standszytologie durchaus adaquate Tumordiagnosen erlaubt und zum Vorteil fur die Patienten

mitverarbeitet werden sollte.

Auch Travis et al. beschreiben einen Anteil von <5%, in denen die zytologischen Préparate ein
besseres Bild zur Klassifikation von Adenokarzinomen oder Plattenepithelkarzinomen bieten
als die histologischen Proben [48].

Bei n=88 Uberstandspraparaten ergaben die weiteren Abklarungen keine Malignitatshinweise.
Von diesen 88 Fallen kann der maligne Tumorverdacht in n=5 Fallen direkt mit Immunfarbun-
gen widerlegt werden.

Mit nur n=69 ,negativen“ Befunden zeigt die Uberstandsdiagnostik in weniger Fallen eine ne-
gative Diagnose als die Histologie mit n=129. Eine mogliche Erklarung daflr ist, dass dem
befundenden Arzt in den histologischen Praparaten ganze Gewebsstiicke zur Befunderhe-
bung vorliegen, wahrend bei der Uberstandszytologie nur einzelne Zellen betrachtet werden
kénnen. Somit reicht bereits eine, z. B. durch Entziindung, alterierte Zelle, um einen tumords
auffalligen zytologischen Befund zu verursachen, wahrend bei der Histologie durch das Ge-

samtbild die Diagnose einer Entziindung gestellt werden kann.

W. Travis et al. beschreiben in ihrer Arbeit ,Diagnosis of Lung Cancer in Small Biopsies and
Cytology*, dass die Genauigkeit von zytologischen Proben im Vergleich zu Diagnosen an Re-
sektaten 96% betrug. Davon konnten Adenokarzinome und Plattenepithelkarzinome nur in 3%
nicht weiter klassifiziert werden. Wurden zuséatzlich noch Immunfarbungen angewandt, konnte
sogar eine Treffsicherheit von 100% erreicht werden [49].

Da die Zytologie und die Histologie einer Biopsie ergdnzende Verfahren sind, ist eine Befun-
dung in Zusammenschau der beiden Methoden enorm wichtig. Dadurch lasst sich laut Travis

et al. eine Ubereinstimmung zwischen Histologie und Zytologie von 93% erreichen [49].

Ebenfalls beschaftigten sich A. Rosell et al. mit verbesserten Diagnosemoglichkeiten der zy-

tologischen Methoden. A. Rosell et al. befassten sich dabei mit Proben von n=93 Patienten
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mit Verdacht auf einen malignen Lungentumor. Wie in dieser Arbeit wurde zur zytologischen
Diagnostik dabei die Uberstandsfliissigkeit von Bronchialbiopsien verwendet [42].

A. Rosell et al. legten die Biopsien daflir zuerst in Salzlésung (Balanced Salt Solution) ein,
welche sie dann im Folgenden zytologisch aufarbeiteten. Die Biopsien wurden der Salzlésung
entnommen und in Formalin fixiert. Bei n=82 dieser n=93 Patienten konnte ein Tumor diag-
nostiziert werden, bei n=8 (9,7%) davon erfolgte die Diagnosestellung nur anhand der abge-
schilferten Zellen in der Salzlésung. In fast 82% stimmte das zytologische Ergebnis mit der
Histologie Uberein und erhdhte sogar die diagnostische Wertigkeit einer bronchoskopischen
Untersuchung mit Biopsieentnahme von 65,8% auf 70,7%, was einer Steigerung von mehr als
4% entspricht [42].

Betrachtet man zusétzlich weitere zytologischen Methoden, wie Lavagen, so konnten A. Rosell
eine diagnostische Steigerung durch die Kombination zytologischer Verfahren bei n=10 Pati-
enten feststellen. Dies entspricht einer positiven Zunahme der bronchoskopischen Diagnose-
moglichkeiten von insgesamt 12,2% durch zytologische Methoden [42].

Vergleicht man die statistischen Parameter kann mit den vorliegenden Werten nur der PPW
als vergleichbar gewertet werden. Dieser lag bei beiden Methoden bei 0,99 und zeigt somit
sehr gute Werte.

Bei der Einordnung der malignen Tumore in die jeweiligen Tumorsubgruppen ,Adenokarzi-
nom*, ,Plattenepithelkarzinom® und ,SCLC* zeigt sich, dass die Histologie erwartungsgeman
(Goldstandard) eine bessere Zuordnung ermdglicht. Sie kann einen Anteil von 30,0% (n=129)
aller 430 positiven Tumordiagnosen aus dem besten erreichten Ergebnis aus Uberstandszy-
tologie, Histologie und Immunfarbungen direkt einer der drei Gruppen zuordnen. Die Uber-
standsdiagnostik schafft dies nur mit einem Anteil von 4,4% (n=19). Eine Begriindung fir die
bessere Klassifikation in der Histologie ist, dass hier gro3ere Gewebsstlicke zu erkennen sind,
wahrend in der Uberstandszytologie genau wie auch bei der Zytologie von BRAS/BAL meist

nur einzelne Zellen erfasst werden [46].

Auch in der Anzahl der weiterfiihrenden Diagnostik, den Immunfarbungen, zeigen sich Unter-
schiede. So werden in der Histologie fast standardméagig Immunfarbungen angefertigt und be-
fundet, wahrend in der Uberstandszytologie lediglich in 11 der 564 Fallen Immunfarbungen
angefertigt werden mussten. Die Erklarung dieser Differenz liegt darin, dass die endoskopi-
sche Bronchoskopie mit Probengewinnung zur histologischen Auswertung als Goldstandard
gilt [46], wahrend die Uberstandszytologie noch kein etabliertes Standardverfahren ist und in
Kombination mit Immunfarbungen seltener angewandt wird. Kann in der Histologie eine ent-
sprechende Diagnose gestellt werden, wird auf die Immunfarbung der Uberstandszytologie
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verzichtet, um Material zu schonen und nur das Préparat mit der HE-Farbung betrachtet. Kann
die Histologie jedoch kein adaquates Ergebnis liefern, wird versucht, einen eventuellen Ver-
dacht auf einen malignen Tumor an der Uberstandszytologie zu beweisen oder zu widerlegen,
was wie in Punkt 5.3 beschrieben durchaus zur Diagnose eines malignen Tumors fihren kann.
Eine weitere Analyseméglichkeit des zytologischen Uberstandsmaterials ist durch die in den
letzten Jahren haufiger angewandte Histogelblockmethode zu erwarten (siehe Punkt 6.6.1 in

der Diskussion).

Ein weiterer groRer Vorteil der Uberstandszytologie gegeniiber der Histologie besteht in der
schnellen Aufarbeitung. Die ersten Praparate, die aus der Uberstandsfliissigkeit gewonnen
werden, liegen den befundenden Arzten bereits an dem Tag vor, an dem die Einsendung er-
folgt. Die histologischen Praparate hingegen mussen tiber Nacht fixiert und prozessiert werden
und kénnen so friihestens am darauffolgenden Tag befundet werden.

Ein wichtiger Punkt ist auch, dass die histologischen, zytologischen (zum Beispiel BRAS und
BAL) und die Uberstandszytologischen Praparate von einem Arzt befundet werden und nicht
an verschiedene Arzte gereicht werden, da aus der Zusammenschau der beiden Methoden
die Diagnose am adaquatesten gestellt werden kann. So kann auch am besten entschieden
werden, an welchem der Praparate man am sinnvollsten eine weitere Immundiagnostik durch-

fuhrt, um mdglichst materialschonend die beste Diagnose flir den Patienten zu stellen.
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6.6 Vor- und Nachteile der Uberstandszytologie

Die Uberstandszytologie bendétigt keine zusatzlichen klinischen oder interventionellen Unter-
suchungen und ist somit flir den Patienten sehr schonend. Damit kann eventuell weiteres Zell-
material gewonnen werden und dem Patienten eine Rebronchoskopie, eine transthorakale
Probeentnahme oder im schlechtesten Fall eine explorative Thorakotomie mit ihren Risiken
wie Infektionen, Blutungen, Wundheilungsstdrungen, etc. erspart werden.

AuRerdem ist die Uberstandszytologie ein sehr materialschonendes Verfahren. So kénnen aus
den abgeschilferten Zellen des Biopsats, die fir gewdhnlich verworfen werden, weitere Pra-
parate in Form von Zytospinpraparaten und zytologischen Histogelblocken hergestellt werden.
An diesen Gelblocken kénnen zu einem spéateren Zeitpunkt noch weiterfiihrende Untersuchun-
gen, wie z. B. DNA-Analysen und Immunfarbungen, vorgenommen werden.

Wahrend die Préaparate aus den zytologischen Histogelblécken und die histologischen Préapa-
rate aufbereitungstechnisch erst am folgenden Tag verfugbar sind, kdbnnen die Zytospinprapa-
rate noch am Einsendetag befundet werden. Dies erlaubt so bereits am Untersuchungstag
eine erste Einschatzung und bei positiven Proben bereits eine Tumordiagnose.

Ein Nachteil der Uberstandszytologie ist, wie bei allen zytologischen Methoden, dass haufig
nur einzelne Zellen und keine Gewebsstlicke im Préaparat enthalten sind. So lasst sich in man-
chen Féllen schwer entscheiden, ob die Zellverdnderungen durch einen malignen tumorésen
Vorgang ausgelost werden oder zum Beispiel von einer ungewdhnlich schweren Entziindung
herriihren. Auch ist eine detaillierte Subtypisierung haufig nicht méglich, da in vielen Fallen
kein Wachstumsmuster bestimmt werden kann. Dieses Problem zeigt sich jedoch auch bei
bereits etablierten zytologischen Verfahren wie BAL oder BRAS. Andererseits sind in den zy-
tologischen Proben nicht selten z. B. bei floriden Entziindungen zahlreiche segmentkernige
neutrophile Granulozyten erkennbar und damit Riickschliisse auf eine héhergradige Entzln-

dung mdglich.

6.6.1 Vorteil der zytologischen Gelblocke

Ziel der zytologischen Asservierung von Material ist die Mdglichkeit der differenzierteren Diag-

nostik inklusive verschiedener Zusatzuntersuchungen.
So beschreiben W. D. Travis et al. in einer gemeinsamen Arbeit der International Association

for the Study of Lung Cancer, der American Thoracic Society und der European Respiratory

Society, dass jedes fliissige Material von Aspiraten oder Pleurafliissigkeiten als Gelblock auf-
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gearbeitet und archiviert werden sollte, um daran immunhistochemische oder molekulare Un-
tersuchungen durchzuftihren, da die beschriebenen Flussigkeiten oft mehr Tumorzellen oder
Tumor-DNA enthalten als die herkémmlichen Biopsien [48].

W. D. Travis et al. berichten von einer Studie von N. Rekhtman et al., laut derer das zytologi-
sche Material fur die Mutationsanalyse des Epidermal-Growth-Factor-Receptor-Gens (EGFR)
und des Kirsten-rat-sarcoma-viral-oncogene (KRAS) in 98% der Falle (n=128) geeignet war.
Von diesen Fallen konnten in 25% eine EGFR- und in 20% ein KRAS-Mutation nachgewiesen
werden [39,49].

Auch S. Kumar et al. untersuchten die Materialausbeute bei klassischen zytologischen Ab-
strichpraparaten und an Zellblocken bei verschiedenen flissigen zytologischen Proben. Dabei
stellten sie fest, dass durch die Betrachtung der Praparate aus den Zellblocke die Malignitats-
diagnostik um 8,3% gesteigert werden konnte, indem ein Tumorverdacht aus den klassischen
Abstrichpréparaten definitiv bestétigt werden konnte. S. Kumar et al. empfehlen daher eben-
falls die routinemé&nRige Anfertigung von Gelblécken [28].

Auch in der vorliegenden Arbeit zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p<0,001) zwischen
den Praparaten aus den zytologischen Histogelblocken und den klassischen Zytospinprapa-
raten. So zeigte der zytologische Histogelblock mehr als doppelt so oft ein positives Ergebnis
als das Zytospinpraparat. Dies zeigt, dass die zytologischen Histogelblécke auch in dieser

Arbeit eine gute Materialausbeute lieferten.

In einer Umfrage von J. Crapanzano et al. zeigte sich bei 90 befragten Pathologen und Mit-
glieder der American Society of Cytopathology, dass es keine standardisierte Methode zur
Herstellung von Blécken gibt. So wurden in den verschiedenen Institutionen insgesamt 10 ver-
schiedene Herstellungsmethoden verwendet [18].

Bei der Auswertung dieser verschiedenen Methoden wurde festgestellt, dass keines der Ver-
fahren einen signifikanten Vorteil birgt. Die Befragten gaben jedoch an, dass eine geringe zel-
lulare Ausbeute haufig das Hauptproblem darstellte, die Blocke zur weiteren Diagnostik jedoch
einen wichtigen Anteil haben wiirden und deshalb die Optimierung der Herstellung eine grof3e
Rolle spielen wirde [18].

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich zudem an standardmé&Rigen BRAS-Praparaten, dass
eine Aufarbeitung zu Paraffinblécken mit oder ohne Histogel als gleichwertig zu betrachten ist

und keine der beiden Methoden einen signifikanten Vorteil bietet.

Um auch aus sehr sparlichem oder sehr heterogenem Material in den Histogelblécken trotz-

dem gute Ergebnisse zu gewinnen, gibt es inzwischen viele verschiedene Méglichkeiten.
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Eine davon ist die Laser-Mikrodissektion. Hierbei werden durch einen Laser einzelne, verstreut
in dem zytologischen Gelblock liegende Zellen isoliert und kénnen so als homogene Gruppe
weiterbearbeitet werden. Dadurch kann die Empfindlichkeit der molekularen Untersuchungs-
methoden deutlich gesteigert werden [16]. Dies beschreiben auch L. Bubendorf et al. bei der
Analyse von EGFR-Mutationen an zytologischem Material. So lassen sich aus routinemafig
verarbeiteten zytologischen Praparaten mittels laser-assistierter Mikrodissektion Einzelzellen
und kleine Zellgruppen isolieren und daran problemlos eine EGFR-Analyse durchfiihren [13].
Weitere neue Bearbeitungsmethoden der zytologischen Histogelblocke zeigen zum Beispiel
U. Malapelle et al. mit der next-generation-sequencing (NGS). NGS sind neue Methoden zur
Sequenzierung von DNA-Abschnitten, die ebenfalls an dem Material der zytologischen Histo-

gelblécke durchgefihrt werden konnen [31].
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6.7 Biasbetrachtung

Bei dieser Arbeit gibt es einzelne Faktoren, die die Ergebnisse der hier betrachteten Félle
verfalschen kdénnen. Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Studie. Bei feh-
lenden Angaben wurde versucht, diese nach Mdglichkeit mit Hilfe der Klinik fur Innere Medi-
zin V — Pneumologie, Allergologie, Beatmungs- und Umweltmedizin des UKS zu erganzen,
was beim grofiten Teil der Falle gelang.

Ein weiterer Punkt ist Expertise der befundenden Arzte. Die Befundung und Diagnosestellung
der Praparate erfolgte durch verschiedene Facharzte Instituts flr Pathologie des UKS. Daher
kénnen auch Unterschiede in der Erfahrung und Routine in der Befundung der Facharzte als
Bias in Betracht kommen.

Des Weiteren fand fir die Facharzte auch keine Verblindung, was die Ergebnisse der beiden
Methoden der Histologie und Uberstandszytologie betrifft, statt.

Bei dem betrachteten Stichprobenumfang von n =564 Proben handelt es sich im Vergleich zu
anderen Dissertationen um ein mittelgrof3es Probenkollektiv. Im Vergleich dazu betrachtete
S. Osche mitinsgesamt n=1014 Patienten mit Verdacht auf einen malignen Tumor fast doppelt
so viele Proben wie in dieser Arbeit [34]. I. Born hingegen untersuchte nur n=210 Patienten
mit Verdacht auf einen malignen Lungentumor [11]. Auch die Arbeiten von S. Schréder und
T. Gunther, sowie N. Panarelli et al. zeigten mit n=89/160 positiven zytologischen Soor-, bzw.
n=6/92 positiven Giardiasis-Diagnosen recht kleine Stichprobenumféange [35,45].
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6.8 Fazit

Geht man von der Hypothese aus, dass die in der Histologie gebrauchliche Fixationslésung
abgeschilferte Tumorzellen enthalt, bietet die Methodik der Uberstandszytologie eine zusétz-
liche, potenziell wertvolle diagnostische Mdglichkeit.

Eine primare Tumordiagnose kann bei negativen histologischen Resultaten allein durch die
Uberstandszytologie in <1% der Falle erwartet werden. In weiteren 54,4% fiihrten weitere Ab-
klarungsmafinahmen (Histologie, Immunfarbungen, andere Einsendungen der gleichen Loka-
lisation) zweifelhafter und verdachtiger Befunde zur Tumordiagnose, sodass zusatzliches Tu-
morzellmaterial gesichert/archiviert werden konnte.

Die Uberstandszytologische Diagnostik allein ist aber der histologischen Diagnostik (Goldstan-
dard) insgesamt nicht tiberlegen. So zeigt sich in der vorliegenden Arbeit, dass die Histologie
an HE-Farbungen mit n=416 wesentlich mehr Tumordiagnosen stellen kann als die Uber-
standszytologie mit n=98.

In der Gruppe der zweifelhaften/verdachtigen konnte in ca. 21% der Félle in der Histologie
oder Folgeuntersuchungen kein Tumor an der gleichen Lokalisation gefunden werden.

Aber in dem weitaus grofReren Anteil (entsprechend 79%) zeigt sich, dass durch die Histologie
oder weiteren Untersuchungen (Immunférbungen, weitere Einsendungen) der auffallige Be-

fund bestatigt werden kann.

Fur den Patienten stellt die Aufarbeitung in Form der Uberstandszytologie in der Regel kein
weiteres Risiko, sondern einen Vorteil dar, da sich eine weitere Mdglichkeit fiir eine Diagnose-
stellung bei nur einer einzigen Probeentnahme ergibt.

Auch fur die behandelnde Klinik ergibt sich aus der Aufarbeitung und Befundung des Zellma-

terials aus der Fixationslosung keinerlei Mehraufwand.

In Kombination mit der Gelblocktechnik kommt der Uberstandszytologie die Bedeutung eines
langerfristig zuganglichen Archivmaterials zu. Es ist daher davon auszugehen, dass an diesem
konservierten Probenmaterial der Einsatz kiunftiger Testverfahren, z. B. morphomolekulare Er-
ganzungsdiagnostik, mit voraussichtlich sehr guter Qualitat der Proteine und Nukleinséduren

des Tumorgewebes, moglich ist.
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Anhang

12 Anhang

12.1 Immunhistochemische Typisierung von CK positiven,

morphologisch nicht unterscheidbaren NSCLC

TTF-1 P40 Muzinspuren Diagnose an der Biopsie/Zell-
block/Zytologie

Positiv (fokal | negativ positiv NSCLC, bevorzugt Adenokarzinom

oder diffus)

Positiv (fokal | positiv (lokal) positiv NSCLC, bevorzugt Adenokarzinom

oder diffus)

Negativ positiv (diffus) negativ NSCLC, bevorzugt Plattenepithel-
karzinom

Negativ negativ negativ NSCLC-NOS

Negativ positiv (fokal) negativ NSCLC-NOS

Keine  Spuren | keine Farbung | negativ NSCLC-NOS

vorhanden vorhanden

Anhang 01: Immunhistochemische Typisierung von CK positiven, morphologisch nicht
unterscheidbaren NSCLC der WHO-Klassifikation in der 5. Auflage

modifiziert nach Thoracic Tumours: WHO Classification of Tumours [29]

fokal: 1-10% der Zellen zeigen sich positiv; diffus: >10% der Zellen zeigen sich positiv
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Anhang

12.2 Verteilung der Tumorsubtypen auf die Lungenlokalisa-

tionen
12.2.1 Verteilung in der Lungenperipherie
Lokalisation der peripher entnommenen Pro- | Gesamt
ben
linker linker rechter | rechter | rechter
Ober- Unter- | Ober- Mittel- | Unter-
lappen | lappen | lappen |lappen | lappen
AC
absolute Anzahl (n) 32 21 28 8 16 105
relative Haufigkeit (%) 10,7% 7% 9,3% 2,7% 5,3% 35,0%
PEC
absolute Anzahl (n) 24 18 28 9 10 89
relative Haufigkeit (%) 8,0% 6,0% 9,3% 3,0% 3,3% 29,7%
SCLC
absolute Anzahl (n) 16 8 18 8 7 57
o relative Haufigkeit (%) 5,3% 2,7% 6,0% 2,7% 2,3% 19,0%
>
§ NSCLC-NOS
»  absolute Anzahl (n) 3 2 2 0 0 7
2 relative Haufigkeit (%) 1,0% 0,7% 0,7% 0,0% 0,0% 2,3%
>S5
F  Metastasen
absolute Anzahl (n) 6 0 2 0 5 13
relative Haufigkeit (%) 2,0% 0,0% 0,7% 0,0% 7,7% 4,3%
Sonstige maligne
Tumore
absolute Anzahl (n) 3 5 5 1 7 21
relative Haufigkeit (%) 1,0% | 1,7%| 17%| 03% | 2,3% 7,0%
Carcinomain situ
absolute Anzahl (n) 2 5 1 0 0 8
relative Haufigkeit (%) 0,7% 1,7% 0,3% 0,0% 0,0% 2,7%
Gesamt
absolute Anzahl (n) 86 59 84 26 45 300
relative Haufigkeit (%) 28,7% | 19,7% | 28,0% 8,7% | 15,0% | 100,0%

Anhang 02: Verteilung der Tumorsubtypen in der Peripherie
Insgesamt 300 von 425 diagnostizierten Tumoren, bei denen eine Lokalisationszuordnung
maoglich war, sind in der Peripherie lokalisiert.
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Anhang

12.2.2 Verteilung in zentralen Lungenbereichen
Lokalisation der zentral entnommenen | Gesamt
Proben

rechts zent- | links zent- | Trachea bis

ral ral Hauptkarina
AC 4 11 5 20
absolute Anzahl (n) 3,2% 8,8% 4,0% 16,0%
relative Haufigkeit (%0)
PEC 25 28 3 56
absolute Anzahl (n) 20,0% 22,4% 2,4% 44,8%
relative Haufigkeit (%)
SCLC 5 24 4 33
absolute Anzahl (n) 4,0% 19,2% 3,2% 26,4%

o relative Haufigkeit (%0)

3 NScLC 0 1 0 1

g absolute Anzahl (n) 0,0% 0,8% 0,0% 0,8%

g relative Haufigkeit (%)

P Metastasen 1 5 2 8
absolute Anzahl (n) 0,8% 4,0% 1,6% 6,4%
relative Haufigkeit (%)

Sonstige ? 3 2 0 5
absolute Anzahl (n) 2,4% 1,6% 0,0% 4,0%
relative Haufigkeit (%)

Carcinoma in situ 0 2 0 2
absolute Anzahl (n) 0,0% 1,6% 0,0% 1,6%
relative Haufigkeit (%)

Gesamt 38 73 14 125

absolute Anzahl (n) 30,4% 58,4% 11,2% 100,0%

relative Haufigkeit (%)

Anhang 03: Verteilung der Tumorsubtypen in den zentralen Lungenbereichen

Insgesamt 125 von 425 diagnostizierten Tumoren, bei denen eine Lokalisationszuordnung

moglich war, sind in zentralen Bereichen lokalisiert.

'sonstige maligne Tumore
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Anhang

12.2.3 Einflussfaktor Lokalisation auf die Uberstandszytologie
Lokalisation Uberstandszytologie an HE-Farbungen p-Wert
. : . s o\ nach
negativ | zweifelhaft | verdachtig positiv exaktem
Test nach
Fisher
linke Lunge 29 71 43 31 0,099
rechte Lunge 24 103 56 30
zentral 15 87 33 34
linker Oberlappen 14 33 30 20 0,054
linker Unterlappen 15 38 13 11
links zentral 4 29 10 8
rechter Oberlappen 12 55 25 19 0,737
rechter Mittellappen 4 16 10 5
rechter Unterlappen 8 32 21
rechts zentral 11 42 21 20

Anhang 04: Einfluss der Entnahmelokalisation auf die Wertigkeit der Uberstandszytolo-
gie
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Anhang

12.2.4

gleich der beiden Verfahren

Einflussfaktor Lokalisation auf die Wertigkeit auf den Ver-

Lokalisation Vergleich der Verfahren an HE-Farbungen p-Wert
Uber- Beide Histolo- | Ver- Uber- ggglrgtem
stands- zeigen gie ho- | gleich stands-

. ; : Test nach
zytologie | gleiche | herwer- | nicht zytolo- Fisher
hoher- Diag- tiger maoglich | gie auf-
wertiger nose fallig,

Histolo-
gie ne-
gativ?

linke Lunge 7 32 115 0 20 0,105

rechte Lunge 15 36 123 38

zentral 16 38 92 0 23

linker Oberlappen 4 19 66 - 8 0,694

linker Unterlap- 13 49 - 12

pen

links zentral 4 9 31 - 7

rechter Oberlap- 9 21 63 2 17 0,679

pen

rechter Mittellap- 1 7 19 0 8

pen

rechter Unterlap- 5 8 41 0 13

pen

rechts zentral 9 21 53 0 11

Anhang 05: Vergleich der beiden Verfahren in Bezug auf die Lokalisation

Yauch in anderen Einsendungen kein Karzinom zu finden
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12.3 Lebenslauf

Aus datenschutzrechtlichen Griinden wird der Lebenslauf in der elektronischen Fassung

der Dissertation nicht veroffentlicht.
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